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緒論
ア ル ツ ハ イ マ ー 病における剖検脳 の研究からア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ
(ACねE) や コ リン アセ チル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ (C AT) の 活性は コ リ ン神経系 の
脱落を伴う病状の進行により低下するが ､ プチリル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ (BCbE)
活性は増加する こ とが知られ い る(Figu r eA)(1)o こ の BC hE 活性 の上昇は､ ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 の病理学的所見である老人斑に BCbE が偏在する こ とによるもの と考
えられて おり(2)､ さらに最近 の研究によると､ BChE は神経脱落を引き起 こす炎症
性 の老人斑に の み選択的に偏在し､ 健常脳にも存在する非炎症性 の老人斑には偏在
しない(3,4)｡ こ れらの ことから､ ポ ジトロ ン 断層撮像法 (P E T) を用い て非侵襲的
に生きて い る ヒ トの B Cb五倍性を測定する こ とは､ ア ル ツ ハ イ マ ー 病の診断､ さら
には治療効果の判定や病態解明に大きく貢献すると考えられる o また BCh Eは コ リ
ン神経系の神経伝達物質であるアセ チル コ リ ン を分解すこ とか ら､ 脳内アセ チ ル コ
リ ン濃度の上昇を目的として ､ A Ch E阻害剤(5-14)や BChE 阻害剤(15-17)､ も しく
はACh EとB ChE の両方を阻害する薬剤(18,19)が抗ア ル ツ ハ イ マ ー 梼薬と して開発
されて い る o BCh E活性を測定し得る放射性薬剤は ､ これらの薬物の薬効評価や投
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Figu r eA. ア ル ツ ハ イ マ ー 病の進行と､ A Ch E, B C h E, C A T活性 の変化D
老人斑 の 数の 増加 ､ すなわちアル ツ ハ イ マ ー 病が進行するに したが
い ､ A Ch Eお よびC A T活性は コ リ ン神経系の脱落に伴い低下するが ､
B C 旭活性 は上昇する｡
与計画にも大きく貢献すると期待されるo さらに B Cb 馴ま血衆中や脳内など全身に
広く分布 し､ 幾つ かの遺伝子変異が知られて い る(20-22)o t 遺伝子変異による薬物代
謝の異常(23-25)やア ル ツ ハ イ マ
ー 病との 関係(26)が研究されて いる が､ B C旭 の 生
理学的な役割は未だは っ きりと解明されて い ない ｡ B CbE括性を測定し得る放射性
薬剤 の開発は B Ch E の生理学的な役割の解明にも大きく貢献すると期待される o
p E Tに用 い られる核種は 1
1
c
,
13
N,
1 5
o,
18
Fなどの ポジト ロ ン (陽電子 : β
＋
) 放
出核種である ｡ 体内にお い て これらの核種から放出されたポジト ロ ン は ､ 放出
部位 の ごく近傍で運動 エ ネル ギ ー を央い陰電子と結合 し七消滅 し ､ 180
o
方向に
1対 の 消滅光子 (γ線) を体外 - 放出する ｡ こ の 2本の γ線 を被検体の周囲に配
置された対向する検出器を用い て同時計測 し､ コ ン ピ ュ ー タ処 理する こと によ
り､ RIの存在する空間的な位置や量 を正確に測定する ことができ､ 生理学的､
薬理学的､ 生化学的な情報を得る こ とがで きる ｡ これ らポジ ト ロ ン核種 の 医学
へ の利用は ､ いずれもそ の半減期が短 い た め (
llc:20.4分, 1 3N :9.96分, 1 5o :
2.04分,
18
F :109.8 分)､ 被検者 の被爆の軽減に つ ながる 一 方､ 放射性薬剤と して
母体化合物に標識する際には 迅速か つ 高収率 の標識反応が必須となり ､ こ の こ
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Figu r eB. 代謝変換捕捉型ト レ ー サ ー の組織2- コ ン パ ー トメ ン トモ デル .
Klは放射性薬剤の 血液から脳 へ の 移行速度定数､ k2は放射性薬剤の 脳
から血液 - の移行速度定数､ k3は代謝速度定数､ k4は放射性代謝物の
脳 か ら血液 - の移行速度定数を表す｡
とを考慮した P E T薬剤の設計が必要となる ｡
p E T薬剤を用 い た脳内酵素括性 の定量測定法の
一 つ と して ､ 代謝変換捕捉原理
に基 づく放射性薬剤 の設計がある｡. 代謝変換捕捉原理とは ､ 放射性薬剤を用い
て標的とする酵素等の活性を非侵襲的に定量測定するための 理論である ｡ 脳内
酵素を標的とする場合は､ 血液脳関門を透過 し脳内で代謝された際に生成する
放射性代謝物 の み が脳内に保持される標識薬剤 を用 い る こ と で達成され る
(Figur eB)｡ この 原理 を応用 し ､ A Ch E活性測定の た め の トレ
ー サ ー と して ､ ア
セ チ ル コ リ ン 類似体 で ある[
11c]MP4A (N-[
11
c]m ethylpiperi din-4yl a c etate) や
[
11
c]M P4P([
11
c]p M P:N -[
11
c]m ethylpiperid in-4ylpr opio n ate)が開発され(FigureC)
(27-30)､ 現在 ､ ア ル ツ ハ イ マ
ー 病患者などを対象とした臨床試験が進められて
い る(3 0-45)｡ これらの 放射性薬剤は ､ 膜透過 に適 した脂溶性を有 し ､ 血液脳関
門を速度定数 Klに より速やかに透過 した後､ 一 部は速度定数k2で 血中に戻るが ､
そ の 残りは脳内 AChE に より特異的に速度定数 k3 で代謝される o そ の とき生成
する放射性代謝物は水溶性が高 い た め血液中 - の移行速度(k4)は極めて遅く ､
そ の 放射能が脳内に滞留する こ とにより A Ch E活性を定量測定する こ とが可能
となる ｡
代謝変換捕捉原理に基づく酵素活性 の測定にお い て ､ 酵素活性 の指標となる
k3値 を精度の 良く測定するために は k2 と k3の バ ラ ン ス が重要 となる . k2 < < k3
の 場合 ､ 脳内に滞留する放射能は酵素活性を反映せず､ 単に血流を反映する｡
逆に k2 > >k3 の場合 ､ 脳内に滞留する放射能が少な い た めに ､ 得 られる k3値に
は多く の測定誤差を含む ｡ こ れ は コ ン パ ー トメ ン トモ デル 解析から得られる式
0
‖
O C- R
ー
N
ー
･1去H,
R- C H3:[11c]M P4A
R- C2H5:[11c]M P 4P
Figu r eC.[11c]M P 4Aと[11c]M P 4P の構造
を用 い ると理解 し易い ｡ 体内に放射性薬物を投与後､ 未変化体がほ とん どなく
なるような時間における脳内 の放射能 cb は､ Figu reB に示す コ ン パ ー トメ ン ト
モ デル を用 い た解析から､
cb(t)- Kl ･ A U C･ k3/(k2＋k3)･ e
一k
.
I
と表すことがで きる ｡ AUC は血中未変化体濃度の時間積分僅である｡
こ の 式か ら､ k4≒0,k2 < <k3の とき ､ A ≒ Kl ･ A UC
となる ｡ Klは ､ 血流と血接脳関門抽出率の穣である こ とから､ 脳内の放射能 cb
は血流を反映する｡ 現在脳血流 の核医学検査に使用されて い る放射性医薬品で
ある 99mTc- H M-PA O((尺度,SS)-4, 8-dia z a-3, 6,6, 9-tetr a- m ethyl- undec a n e-2, 10-dione
bis o xim e) な どの 脳血流トレ ー サ ー は ､ こ の条件を満たすこ とで 血流測定を可能
と して いる ｡
一 方､ k4≒0, k2 > >k3の 時 ､ c b≒ 0
となり ､ 脳内には放射性化合物は存在しない ため, 測定は 困難である｡
M P 4 Aの研究か ら ､ p E Tによる脳内酵素の定量測定には､ k2 :k3 の比 は 2:1
- 1 :l が良い とされる(46)o k2 と k3値は測定対象となる脳部位や種によ っ て異
なる ため､ 種々 の 加水分解速度(k3)ある い は脳組織と の結合性(k2)を持 つ い く つ
かの 化合物を設計 し ､ そ の中で最適な p E T薬剤を選択する必要がある ｡
そ こ で ､ 本研究 で は代謝変換捕捉型ト レ ー サ ー の 原理 に基 づ き ､ 脳内局所 の
B C b E活性を定量測定 し得る 7 つ の候補化合物を設計 し､
1) ポジトロ ン核種による迅速な標識
2) 脳内B C h Eにより適切な速度で の 加水分解
3) か つ 特異的な代謝
4) トレ ー サ ー の 血液脳関門透過性および脳内 - 保持される代謝物の 生成
の条件か ら候補化合物を評価 した｡ こ の 結果を第 一 章に記すo
次い で ､ 脳局所 A C b E活性の 広範な画像診断 へ の 応用を目的と して ､ 半減期の
比較的長い ポ ジト ロ ン核種で ある 18F(半減期約 110分)で標識した p E T薬剤の開
発に つ い て研究を進めた . さ らに , 第 一 章の結果を､ 18F で標識した B ChE 活性
を測定するための P E T薬剤 の開発 - と展開 した o こ れ らの結果を第二 章 第 一 節
ならび に第 二 章 第 二 節に記す｡
第 一 章 脳局所プチリル コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ活性の定量測定を目的
とする
11
c標識p ET薬剤の開発研究
アル ツ ハ イ マ ー 病の 痴呆の病因は ､ 成熟 した老人斑の神経毒性によるも の と考
えられ て おり ､ BCbE はその 成熟した老人斑に正常部位と比 べ 高濃度に観察され
る ｡ しか し ､ BCbE は健常者の脳内に存在する未成熟の老人斑には高濃度に存在
しな い(2-4)｡ したが っ て ､ 脳内 BC bE 活性 の測定は ､ 神経毒性を持つ 老人斑 の刺
定に直接 つ ながり､ ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の早期診断を可能とすると期待される ｡ そ
こ で ､ ヒ ト脳局所 BC b五 倍性 の定量測定を可能とする
11c 標識放射性薬剤 の開発
につ い て の 検討を行 っ た ｡
1.1 ト レ ー サ ー の設計と合成
脳内局所における B ChE 活性を代謝変換補足原理に従 い定量的に P E Tで測定
するためには ､ 1)ポ ジトロ ン核種による迅速な標識､ 2)血液中から脳内 - の 速や
かな移行性､3)適切な速度で の加水分解､4)脳内B Cb Eによる特異的な加水分解､
5)脳内 - 保持される代謝物 の 生成､` な どの条件を満たす放射性薬剤 の開発が必要
とされる ｡ 血液脳関門の速やかな透過性を与えるため､ 化合物に 3級ア ミ ン構造
と エ ス テ ル 構造を与えた(47)｡ また エ ス テ ル 構造は B CbE に対する特異性にも大
きく関与する こ とから､ エ ス テ ル の ア シ ル 基をプチリ ル 基 と した ｡ B C旭 による
加水分解速度を制御する目的で ､ エ ス テ ル と窒素元素との距離および立体構造の
異なる化合物を設計 した(4 7)｡ また ､ プチ リル 基 の 窒素元素 - の転移を抑制する
ため､ 環状構造の ピペ リ ジ ン ある い は ピ ロ リジ ン を母体骨格に選択 した (he et
al.
,
u npublishedr e s ult)o 以上 の 考察か ら､ Figu r eI-1 に示す 7種 の 化合物を設計 し
た o こ れ らの 化合物は､ 加水分解により水溶性の N- メチ ル ピ ペ リ ジノ
ー ル も し
〈 は N_メ チル ピ ロ リジノ ー ル とプチリル酸を生成する. こ の うち ､ プチl) ル 酸
は脳内にお い て代謝､ 排鞭され ､ 脳内に保持されない ため ､ 標識部位と して適当
でない . 一 方､ M P 4 Aなどの 研究か ら､ IIc 標識 淋 メ チ ル ピペ リジノ ー ル も しく
は N_ メチ ル ピ ロ リ ジノ ー ル は脳内に保持される こ とが 明らか とされて い る(47)o
また ､ こ れ らの ア ル コ ー ル は窒素原子を持 つ こ とか ら短半減期 (20分) の
11
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Figur e1-I. BCh E活性測定を目的とする11c標織候補化合物o
* は 不斉炭素原子を表 し､ †は11c標識部位を示す｡
標識におい て も 2 級ア ミ ン を[
11
c]cH3Ⅰ を用 い て 容易に標識する ことが可能であ
る｡ したが っ て , ア ル コ ー ル体が放射性代謝物として生成 し､ ア ミノ基 を11c で
標識できる ように標識前駆体を設計した ｡
標識前駆体で ある光学異性体は化学的手法による反転反応 (Figur e1-2) およ
び酵素反応 を用 い た分割(Figu r eト3) に より得た(48)｡ N- メ チ ル ピペ リ ジノ ー ル
および ピ ロ リ ジノ ー ル エ ス テ ル は ､ そ の ア ミ ノ基 を Bo cで 保護 した対応する ア
ル コ ー ル 体 を塩化プチリ ル にて エ ス テ ル 化 し､ 脱保護後､ ヨ ウ化 メ チ ル により
N- メ チ ル化 して得た (Figu r e1-4)o 放射性化合物は物質量が非常に小さく ､ ま た
放射能を有するため ､ 機器分析による 同定が困難で ある o その た め､ N -メチ ル ア
ル コ ー ル を直接プチリル 化する こ とで ､ それ ぞれ の 非放射性化合物を合成 し､ 機
器分析 による構造確認を行 っ た｡ これ ら の非放射性化合物を標晶と して ､ 薄層ク
ロ マ トグラ フ ィ ー(T L C)や高速液体ク ロ マ トグラフ ィ ー における R f値や保持時
間を放射性化合物と比較するこ とか ら､ 標識体の 生成を確認 した D l級ア ル コ . -
ル の エ ス テ ル で ある 5R 2BJR,5 R2 B_ S も しく はそれ らの 標識前駆体で は､ 中性状
態にお い て経時的に T L C の原点成分の増強が見られ ､ 窒素原子 - の プチリル 基
の転移が進行 した こ とを示唆 した(43, 49)｡ これ は ､ 赤外吸収ス ペ ク トル にお け
る16 00c m
‾1付近 の 吸収の経時的な増加およびそれに伴う1700c m
･l付近 の 吸収の
減少からも支持された ｡ さらに､ これ ら の化合物はウマ の BCbE を用 い た予備試
験にお い て極めて速やか な加水 分解を示 し ､ B C b E活性 のイ ン ビ ポ測定には不適
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Figu r e1-4. エ ス テ ル化とル メ チル 化o M P 4B の合成法を例 に
示す｡ 14c標識には[14c]c Ⅱ3Ⅰを用 い た｡
O
oec3H7
?
∫
C H3
切と考えた｡ 以上 の 理由から ､ これ ら2 つ の化合物に つ い て は以後の検討か ら除
外 した｡
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c標識体は ､ 半減期が短くサイク ロ トロ ン による用時製造が必要で ある ため､
化合物の詳細な検討には不適切である ｡ そ の ため ､ 長半減期の放射性同位体で あ
る 14c を用 い て標識体を合成し､ 以下 の検討を行 っ た ｡ それ ぞれ の 標識前駆体の
14c 標識は ､ [
14c〕ヨ ウ化メチ ル とア セ ト ン中5 0
oC で20分の反応単行う こと によ
り80% 以上 の放射化学的収率と 99%以上 の純度で得られた ｡ これ らの結果から､
より高い反応温度の設定が可能となる よう反応溶媒と して D M Fを用 い るこ とに
より ､ それぞれ の 合成前駆体は ､ 半減期 20分 の IIc による標織合成にも応用が
可能と考えられる ｡
1.2 分配係数
合成 した化合物野分配係数は どれも M P 4A(P - 0.5)よりも高く ､ 加水分解代謝
物で あるア ル コ ー ル 体 の 分配係数は エ ス テ ル 体と比 べ 著 しく低く ､ またア ル コ ー
ル 間で の相違はわずかで あ っ た (Table1-1)｡[
11
c]M P4A は高い脳 - の取 り込みを
示 し､ またそ の 代謝物で ある【
ll
c]M P4 0 Hは脳内に保持される こ とが知られて い
る(28)｡ 分配係数 の測定結果から､ 合成 した化合物は血液脳関門 の透過に必要な
脂溶性を有する 一 方 ､ そ の 代謝物は脳内に保持されるため咋必要な水溶性を有す
るこ とを示唆するo
1.3 酵素化学的性質
ヒ ト ACb Eお よび B C h Eには 主に ､ G l(単量体) , G 2(二 量体) および G 4(四
量体) 型が存在 し ､ そ の 比は各臓器で異なるが(50･53)､ 活性部位 はす べ て 同 じで
ある こ とか ら(54,55)､ ヒ ト ACb E(ヒ ト赤血球由来) および B ChE (ヒ ト血祭由
莱) を用 い た加水分解速度 (k) と コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ間で の 選択性(kB ChEノ払ch E)
を検討した (Table 1-1). 各化合物は ､ とも に B ChE に選択的で あり､ 加水分解
速度は化合物間で約 10倍の 開き があ っ た ｡ こ こ で ピ ペ リジ ン誘導体で ある光学
異性体の M P 3 B
⊥
R と M P3 B
_
S の 加水分解速度比は ピ ロ リ ジン誘導体の 5 R 3 B
⊥
R
Table ト1. 分配係数と精製 ヒ ト酵素による加水分解速度
1ogP
* kB Ch E
* * kA C hB
* * kB Ch E収A Ch B
h4P4B 0.21
h m 3 B R 0.77
h4P3 BS 0.79
5 R 3 B 良 0.10
5 R 3 B S 0.05
M P 4 0 HT _2.2
M P3 0 HT _l.8
0.33 0. 009 378
3.00 0.0059 5 01
0.17 0.0006 28 0
0.84 0. 020 424
0.65 0. 004 1 75 0
5 R 30HT _2.3
千;それぞれMP4B, M P3 Bおよび5 R 3 B の加水分解代謝物｡
*;1- オクタノ ー ル/リ ン酸緩衝液中 (o.1 M,pH 7.4) で の 分配係数｡
* *
;B C h EとA ChEによる加水分解速度定数 (min-1unit-1m L-I) o
Table ト2. ヒ ト大脳皮質における加水分解速度の 予測値
M P 4 B M P3 B R MP3B S 5 R 3 B R 5 R 3 BS
加水分解速度
(min-1 -1)
0.03 0.3 0 0.O17 0.084 0.0 65
予測値は､ ヒ ト大脳皮質におけるA Ch EおよびB C h E の活性濃度
([AChE],[B ChE];U hit/g/mL) と ヒ ト精製酵素による加水分解速
皮 (kA ｡h E,kA ｡h E; min
-1unit-1mL-I) か ら ､ kA ｡h E[A ChE]＋k, ｡ hE[B ChE]
の 式を用い て求めた｡
と 5 R 3 B
_
S の速度比に比 べ より大き い値を示 した o こ れ は ､ ピ ロ リ ジ ン エ ス テ ル
は ピ ペ リ ジ ン エ ス テ ル に比 べ ､ より平坦 な構造を有するため ､ 両光学異性体間で
の 酵素に対する立体構造の影響が小さい こ とに起因すると考えられる 0
上述 の 結果か ら得た加水分解速度定数と ヒ ト大脳皮質における BCbE活性濃度
(0･1 Unit/tis s u eg)と A ChE 活性濃度(o.6Unit/tiss u eg)か ら､ 5 つ の化合物の ヒ ト大
脳皮質による加水分解速度を予測 した ｡ 予測値の算出には他 の酵素による分解な
どの影響を無視 して い るが ､ 臨床応用 されて い る至適加水分解速度を持 つ M P 4 A
(o･16 min
-1
g
-1
m L
-I
)や M P 4P(0･04m in
-1
g
-1
mL
-1
)の僅 と同等 の値を示 した(Table ト2).
M P 4A の 研究にお い て ､ 同様に ヒ ト脳内の A ChE 活性濃度(o.61 U mit/g)と純粋な
ヒ ト A ChE による加水分解速度定数(o.25 min
‾1
unit
-1
mL
-1
)か ら予測された値(o.15
min
-1
g
-1
m L
･1
)は実組織を用 い て測定 した値(o･16 min
-1
g
-1
mL
1
)と極 めて近 い こ とか
Table ト3. ラ ッ ト大脳皮質による加水分解速度とB CbE特異性
M P4B M P3 B R MP3 BS 5 R 3 B 釈. 5 R3 BS
kat
* * 0･01 0･33 0･18 0･10 0.07
特異性 85% 8% 84% 90% 52%
* *
:ラ ッ ト大脳皮質による無阻害時 の 一 次加水分解速度定数 (min-lg･
l
mL-1)o 特異性(%)は､ (k,ark, &t
') 叫atXIOO の式により求めた o ka:
はB C h E阻害時の加水分解速度定数を表す｡
ら(hie et al. , unpublishedr es ult)､ 本予測値は某組織による値と大きく異ならない
と予測される ｡
1.4 ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ュ ネ - トを用 い たイ ン ビ ト ロ 評価
B C b Eおよ び A C b E以外 の脳内酵素による加水分解の影響を考察するため､
ラ ッ ト大脳皮質を用 い て 実組織で の B C h E特異性を検討 した o 実験結果を Table
1-3 に 示 す o BCh E の特 異 的 阻 害 剤 で あ る is o- O M P A(tetr a[m o n o
is opr opyl]pyr opho spho r tetr amide) を用 い た測定から ､ 5R3BJS (52%) を除い
た他 の化合物は 80 %以上 の 高い B C bE 特異性を示 した｡ 無阻害時における各化
合物 の加水 分解速度は ヒ トの BCh E によ る加水分解速度と比 べ 化合物間で の順
序が異な っ た o 例えば､ ラ ッ トにお い て は MP3 B
_
S > 5 R 3 B
_
R で ある の に対 し､
ヒ トに お い て は逆に なり､ ラ ッ ト ヒ ト間 に おける B C bE の活性部位の種差を反
映 した(56)｡ ヒ ル シ ュ ス プル ン グ病は BCb E の変異体により引き起こ される と考
えられる(5 715 9)こ とや B ChE 変異体による麻酔薬の 過剰作用が報告されてV?る
こ と か ら(23-25)､ これ ら の 14c標識化合物の い く つ か を同時に用 い て採血中の
B C b E の変異 を化合物間の加水分解速度差から測定する こ とによ り ､ ヒ ル シ ュ ス
プ ル ン グ病の 診断､ も しく は過剰麻酔を予防し得る可能性も期待される o
1.5 ラ ッ トを用 い たイ ン ビボ評価
以上 の検討から､ M P3 B
_
R および 5 R 3 B
_
R は ヒ ト大脳皮質にお い て BChE 活性
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Figur eI-5. M P3 B_ R,5 R 3 B_ Rおよび加水分解代謝物 (M P 30H,5 R 3 0 H) の
ラ ッ ト大脳皮質に おける時間一 放射能曲線
を高精度で測定するために必要な適切な加水分解速度と BCbE 特異性を示 した ｡
したが っ て ､ 以下 のイ ン ビ ボ で の 検討は こ れ ら 2 つ の 化合物に つ い て の み行な っ
た｡
両化合物を静脈投与 して 1,5, 15, 3 0, 6 0分後の ラ ッ ト大脳皮質における取り込
み (% dos e/gtis sue) をFigu r e1-5 に示 した . 投与 1 分 にお ける M P3 B
_
R お よび
5R 3 B
_
R の取 り込みはそれ ぞれ 1.5%および 1.0 % do s e/g tis s u eで あり ､ 分配係数
から の 予測通り ､ 両化合物はともに高い 血液脳関門透過性を有する こ とが確認さ
れた ｡ しか し､ 多く の化合物にお い て脳内 - の 取り込 み量 と分配係数とが相関す
る傾向があると報告され て い る が(60)､ 本化合物にお い て はそ の 相関は見 られな
ll
か っ た｡
エ ス テ ル 体投与後 30 - 60分に おける MP3 B
_
R および 5R3 B
_
R の脳 からの放射
能 の半減期は それぞれ 45分お よび 90分で あ っ た｡ こ の結果は ､ エ ス テ ル 体の代
謝で 生成するア ル コ ー ル 体が脳内に保持されるこ とを示唆するD また ､ こ の 投与
後期で の脳か ら の 放射能の消失半減期は､ 臨床研究にお い て脳内に十分な放射能
量 の滞留が確認されて い る M P 40H (MP4A 及び MP4P の加水分解代謝物) の脳
から血液 - の移行速度と同程度で あ っ た ｡
一 方 ､ ア ル コ ー ル体投与後の時間一放射能曲線は 1 - 60分の 間で低くか つ 一 定
で あ っ た ｡ こ の こ とか ら各化合物の加水分解代謝物の 血液脳関門を透過性は非常
に低く ､ 血中か ら脳内 - の移行はほ とん ど観察されなか っ た｡ また ､ 血中からの
半減期は 23- 28分で あり ､ M P40 Hと極め
L
T 近 い値を示 した o M P40r= ま臨床に
お い て速やかな血液中からの消失を示 し､ 患者に対する被曝線量は問題とされて
い ない ことか ら､ MP3 B
_
R および 5 R 3 B
_
R も安全性の高い放射性薬剤であると
考えられる ｡
これ らの 11c一棟識化合物 の投与後期における P E Tを用 い た測定値で は､ 血液
中の放射能 の影響を無視でき る ことから ､脳内に保持される代謝物の み の 放射能
を測定し得ると結論される ｡
1.6 脳内化学形の検討
M P 3 B
_
R および 5 R 3 B
_
R は､ 組織 2 コ ン パ ー トメ ン トモ デルで の 酵素活性 の解
析を目的とする こ とか ら､ 脳内には未変化体および血液脳関門透過性の極めて低
い代謝物の み が存在する必要がある . これ を確認す るため ､ 【
14
c]M P3 B
_
R およ
び[
14
c〕5 R 3 B
q
R をラ ッ ト尾静脈より投与 し､ 投与5､ 15また は 30分後に断頭 し､
速やか に液体窒素により酵素反応を停止 して ､ 脳内の 化学形を T L Cによ り分析
した . そ の 結果を Figu r el-6 に示すo [
14
c]M P3B _ R 投与後5分に放射能の 70%が
加水 分解代謝物で ある M P 3 0 Hと同 じ R fに観察され ､ 3 0%が未変化体と同 じ R f
に観察されたo 投与後 15分 で は 97%が M P 30 Hの Rfに観察されたo[
14
c]5 R 3 B_ R
投与後で は､ 5 分 で 40% ､ 15分で 8 0%､ 3 0分で ほぼす べ て の 放射能が代謝物で
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Figu reI-6. MP3 B_ Rおよび5 R3B,iRをラ ッ ト尾静脈投与後の脳内放射性化合物
の T L C分析
ある ア ル コ ー ル体と して観察されたo したが っ て ､ M P3 B
_
R および 5 R 3 B
_
R は
組織 2 コ ン パ ー トメ ン トモ デル に従い ､経時的に加水分解代謝物が脳内に蓄積す
る こ とが示 された .5 R 3 B
_
R の脳内未変化体が 15分以降まで観察された こ と は､
M P 3 B
T
R よ りも加水分解が遅 い とい うイ ン ビ ト ロ で の 結果と 一 致する o また ､
こ の 結果は 1.5 で示 した エ ス テ ル 体投与後 3 0-60分における脳からの放射能 の消
失半減期は ､加水分解代謝物である ア ル コ ー ル 体 の脳クリ ア ラ ン ス で ある こ とを
明 らか に したこ
1.7 イ ン ビボにおける B C bE活性と放射能蓄積の相関関係の検討
以上 の検討から､ M P3B
_
R お よび 5 R 3 B
_
R は代謝変換型ト レ ー サ ー の 組織 2
コ ン パ ー トメ ン トモ デル に従う こ とが強く示唆された ｡ そ こ で ､ 実際にこ れ ら の
化合物投与後の放射能滞留と脳局所 BCb E活性との相関性を検討 した ｡
Figu r eト7 にラ ッ ト脳局所における垂直断面 の脳局所 B ChE 活性､ 脳血流量 ､
【1
4
c]M P 3 B
_
R(投与15分)および【
14
c]5 R 3 B_ R(投与30分) の分布を示すo B C h E
活性 は ､ 白質である脳梁や線条体に含まれる inte m al c aps ulefiber sなどに高く観
察されるが ､ エ ス テ ル 体投与後 の放射能の蓄積はむ しろそ の ような部位で は低い ｡
こ の 不 一 致の 原因は､ 以下 の ように考察 した ｡ コ ン パ ー トメ ン トモ デ ル式か ら､
エ ス テ ル 体投与後期で の脳内放射能は､
uptake - Kl ･A U C･
i ･ e xpトk.i)
k2 ＋k3
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ちFigu re1-7･ ラ ッ ト大脳垂直断面におけるB C hE組織艶色とオ ー トラジオ グラム o
a:Ko elle-Fr eide n w ald法 に よるB Ch E染色o b:[12SI]rMPを用い た脳局所血流分布o
c:[14c]M P3 B⊥R投与後 の放射能分布 o d:[】4c]5R3 B
_
R投与後の放射能分布 .
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FigureI-8･[
14c】M P 3 B_ Rお よび[)4c]5 R3 B_ R の脳局所 - の 取り込み とB ChE活性との相関
[14c]M P3 B
_
Rお よび[
14c]5 R 3 B_ Rの取り込み と([M P3B
_
R]お よび【5 R 3 B_ R];% dose/g)､
脳局所血流と(【
123Ⅰ]I M P の取り込み‥【I M P];% dos e/g)､ B C h E括性([B C h E], Unit/g)を同
時に同 一 の ラ ッ トで測定 したo
.
左右の 大脳皮質(cx- R and - L)､ 線条体(st- R and -Lそ して
海馬(Hp- R 弧 d -L)と､ 全小脳(ce)お よび全視床(Tb)を採取 ､ 測定 した｡ エ ス テ ル の取り
込みとB Cb E活性 を脳血流 ([1
ヱ3Ⅰ】I M P の取り込み) で補正 して プ ロ ッ トした ｡
14
と して表される o Kl は脳血流量と抽出率 の積である こ とか ら､ 脳内放射能は､
血流量 に比例する｡ した が っ て ､ BChE 活性 の高い部位で の放射能集積の低減は､
脳局所血流量分布の低減に起因すると考えられる ｡ そ こ で ､ 局所脳血流量 を補正
するために､ 脳局所血流測定薬剤で ある NTis opr opy14-【
12 3Ⅰ]iodo anpheta min e
([
123Ⅰ]M P)を用い た検討を行 っ た o [
14
c]M P 3 B_ R また は【
14
c]5R3 B
_
R を投与し断
頭直前に[
123
I]n 4P(血流ト レ ー サ ー : 投与初期にお い て局所脳血流を反映する脳
内放射能分布を示す) を同じラ ッ トに投与後､ 左右 の大脳皮質､ 線条体､ 海馬 お
よび小脳､ 線条体を採取 し､ 脳局所 BCh E活性､ 脳血流量 ､ [
14
c]M P3 BM R ある い
は【
14c]5R 3 B_ R の放射能蓄積を同時に計測 した｡ コ ン パ ー トメ ン トモ デル から､
血流補 正 した BC h五倍性と放射能 の蓄積は 比例関係にある こ とか ら､ それ ぞれ の
値を用 い て B C h E活性と放射能 の蓄積 の相関関係を検討した o そ の 結果 ､ Figu re
1-8 に 示 す ように【
14
c]M P3 B
_
R お よび[
14
c]5 R 3 B
M
R の放射能 の蓄積は脳局所
由c h E.活性に対 し高い相関性(> o.9)を示 した .
以上 より ､ M P 3 B
_
R および 5R 3 B
_
R は P E Tを用 い た BChE 括性 の測定を目的
とする代謝変換補足原理に従うト レ ー サ ー に必 要なす べ て の 条件を満たす こ と
が明らかとなろた . したが っ て ､ 11c 標識 した 呼3 B_ R お よび 5 R 3 B_ R を p E T
に用い る ことにより ､ 非侵襲的に ヒ ト脳内局所 の B CbE 活性を測定 し得る こ とが
強く示唆される ｡
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第二章 脳局所 コ リ ン エ ス テラ ー ゼ活性 の定量測定を目的とする 18F
標識pE T薬剤の開発研究
第 一 節 脳局所 A Ch E活性の定量測定を目的とする
18
F標識 PE T薬剤
現在臨床にお い て脳内 A ChE活性の定量解析に使用されて い る M P4A や M P4P
な どの
11
c 標識化合物の利用は ､ その 短 い 半減期 (約20分) の ため ､ サイ ク ロ
ト ロ ン を設置する施設に限定される , 一 方 ､ 半減期 の比較的長い (約110分) ポ
ジト ロ ン核種で ある 18F 標識化合物は ､ 製造後に他施設 - 運搬利用可能であり ､
より広節な利用が可能で ある o したが っ て ､ M P 4 Aと同 じ診断情報を与える 18F
標識薬剤 の開発は ､ サイ ク ロ ト ロ ン を設置 して い ない 様 々 な施設で の 脳局所
ACh Eおよび BChE 活性測定を可能とする o さらに 11c と比 べ 1 8F の比較的長 い
半減期と小さなポジト ロ ン エ ネル ギ ー か ら ､高い 測定精度と分解能の画像情報が
得られる ことも期待される o MP 4A の[
18F]フ ル オ ロ メチル 標織誘導体は､ 水素と
フ ッ 素 のイ オ ン半径が近 い こ とか ら､ 最も MP4A に近 い構造を持つ 18F 標識体で
あり ､ 広範利用可髄な有用なAC b E測定薬剤と考えられる ｡ しか し2級ア ミ ン に
対する フ ル オ ロ メ チ ル 化は, 不安定であり ､ 薬剤 - の 応用は困難で あ る(61)｡ こ
れに 対 して 近年､ MP 4 A のN-[
1 8
F]フ ル オ ロ エ チル 標識体(【
18
F]flu o r o ethylpiperidin-
4yla c etate :[
1 8
F]FFtP4A) が開発された(62)o しか し､ その加水分解速度は M P 4A
の約 1/16 であり ､ ヒ ト大脳皮質を関心領域と した AChE,活性の定量測定には不
適切と結論され て い る(63)｡ こう した背景から､ M P 4Aと同程度の加水分解速度
と A CbE に対する高い特異性を有する化合物の開発を計画 した｡ コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ は ､ 2級ア ル コ ー ル エ ス テ ル より 1級ア ル コ ー ル エ ス テ ル を速やか に加水分
解する こ とから(47, 49, 64)､ まず N -[
14
c]エ チル 標識 した MP4 A の1級ア ル ± -
ル エ ス テ ル 誘導体を設計 し､ 候補化合物を選出 した｡ 次い で 有望な化合物 の
N-[
18F]フ ル オ ロ エ チル 体を合成 し､ そ の 有用性を検討 した｡
2.1.1 加水分解速度に及ぼす エ ス テ ル の等級とN- ア ル キ ル 基の影響
18F は IIc と同様 ､ そ の 半減期 は短 く ､ サイ ク ロ トロ ン により製造されるこ と
か ら､種 々 の候補化合物につ い て の詳細な検討を行うこ とは困難で ある ｡ そ こ で ､
16
フ ッ 素原子と水素原子 の イオ ン半径が類似する こ とを考慮して ､【
18
F]フ ル オ ロ エ
チ ル 標識化合物の検討に先立ち､ [
14
c]エ チ ル標識化合物を用 い た検討を行 っ た ｡
近年開発された MP4 A のN-[
18
F]フ ル オ ロ エ チ ル標識体 (【
18
F]F EtP4A) で は､
ACb E反応性の大きな低下が認められた こ とか ら(63)､ AChE による加水分解速
度 の向上を達成する目的で ､ 1級ア ル コ ー ル エ ス テ ル を持 つ 化合物に つ い て 検討
した o 2 級ア ル コ ー ル エ ス テ ル で ある【
14
c]ethypiperidin-4yl a c etate (1) と 1 級ア
ル コ ー ル エ ス テル で ある[
14
c]ethypiperidin-4ylm ethyl a c etate (2) の 脳内酵素によ
る加水分解速度を比較したと こ
.
ろ､ 1殻ア ル コ ー ル エ ス テ ル 化 により加水分解速
度は約16倍と飛躍的に上昇 した (Figur e2- ト1)｡ 次い で ､ 脳内酵素による加水分
解速度に及ぼす ピ ペ リ ジン環 N- ア ル キ ル 基の フ ッ 素化 の影響を検討するために､
【
18
F]F EtP 4 Aと[14c]ethypiperi din-4yla c etate の ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ェ ネ - ト中で
の加水分解速度を比較した . そ の 結果 ､ N - エ チ ル 化合物の 加水分解速度は､ N-
フ ルオロ エ チル 化合物と同程度 の値を示 した｡ これ ら の結果から ､ 1級ア ル コ ー
ル エ ス テ ル の N- エ チル 化合物 の検討によ り ､ 有用な N- フ ル オ ロ エ チル 化合物の
設計が可能であると考えた ｡
3.0
藤
蓮喜
2･0
嘩ご T
憲
'
B, l.⊂ユ
穴
h m 4 A F EtP 4A
相対速度 1.0 0.06 0.ll 1.8
Figu r e2-1-1･ ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ェ ネ - トにおける ､ M P 4 A,F EtP 4A, 化
合物1および化合物2 の加水分解速度(n - 3)0 M P 4 A の速度 - 1と した相対速
度も示す｡
1 7
2.1.2 N-[
14
c]土チ ル標識 ピペリ ジンメタノ ー ル エ ス テ ル の
設計と合成
A ChE 活性測定に適 した 18F 標識薬剤を選出するために､ 2 - 5S の N-[
14
c]エ チ
ル 標識 ピ ペ リ ジ ン メタ ノ ー ル エ ス テ ル を設計､ 合成 した (Table 2- ト1)o これ ら
の 化合物は
1)A ChEによる加水分解速度の向上 の た めに1級ア ル コ ー ル エ ス テル
2)A Cb E特異性および速度の調節の ためにア セ チル およびプ ロ ピオ ニ ル エ ス テ
ル の 導入
3) ピ ペ リ ジン環上 の 光学異性を含む異なる位置 - の ア ル コ ー ル エ ス テ ル の 導入
の観点から MP 4 Aをリ ー ド化合物と して修飾､ 設計した｡
光学異性体の合成は ､ ラセ ミ体からの リパ ー ゼ ps を用 い た光学分割により行
＼
?
∫
Boc
O H
v lnyla c etate
lipa s eP S
ロ
A竺
O H
2 M-NaO H
MeO H ロ
H
ー
i
”
三c
Figur e2-1-2.(R)-お よび(S)-N-Cert-buto xyc arbo nyl-3-hydro xymethylpiperi din e
の 合成 (酵素に よる光学分割)
Q o
oec3H7
け
OH
butyrylchlori de巧 pyridin e 1. de- Bo c2. m e血yliodide
Bo c 白o c 仁HS
CF
oec3”7
Figure2-1-3. エ ス テ ル 化とN-メ チル 化 o 14c標識に は[14c]c2H5Ⅰを用 い たo
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ない ､ 文献収載の旋光度から(48)､ S体 は99 %ee以上 ､ R 体は90 %eeで得られた
(Figure2-1-2)o 上記の 研究で は ､ 2 級ア ル コ ー ル エ ス テ ル の 場合 R体がア セ チ
ル エ ス テ ル と して得られる のに対し､ こ こで は S 体が アセ チ ル エ ス テ ル と して
得られた こ とから､ 少なく ともリパ ー ゼ等の 酵素による ピペ リ ジノ ー ル エ ス テ ル
誘導体 の光学異性体の認識は ､ 1級と 2級ア ル コ ー ル で異なる こ とを示 した ｡
2 - 5S は ､ ア ミ ノ基を Boc で保護 した ピ ペ リ ジ ンメ タ ノ ー ル を､ 塩化ア セ チ ル
も しく は 塩化 プ ロ ピオ ニ ル によ り エ ス テ ル 化 し､ 脱保護後､ ヨ ウ化 エ チ ル によ り
N l チ ル 化 した o 14c 標識体 の合成は ､ [
14
c]ヨ ウ化 エ チ ル (2.04 G Bq/m m ol) を
用 い ､ 放射化学的収率 70% ､ 放射化学的純度99%以上 で得た (Figu r e2- ト3)o
上記研究にお い て ､ 1級ア ル コ ー ル エ ス テ ル で ある 2- ピ ロ リジ ン メ タノ ー ル は ､
ア シ ル基が窒素原子 に転移するために不安定であり､ ピ ペ リ ジ ン メ タノ ー ル エ ス
テ ル に つ い て も同様 の報告がなされ て い る(43, 49)｡ これ に対 して今回合成した
化合物は ､ リ ン酸緩衝液中(o.I M ,pH 7.4)で非常に安定であ っ た(o.ooolmin
‾1).
2
･1 3 精製ヒ ト A C hEおよび BC hEによる N-[
14c]エ チ ル標識 ピ ペリ
ジ ンメタノ ー ル エ ス テ ル の加水分解速度
1 級ア ル コ ー ル エ ス テ ル で ある 叫
14
c]エ チル ピ ペ リ ジ ンメ タノ ー ル エ ス テ ル
(2 - 5S)の 精製 ヒ トAChE お よび BCh Eによる加水分解速度を評価した(Figu r e
2-1-4)｡ そ れ ぞ れ の 化 合物 の A C h Eに よ る加水 分解 速度 は 0.3 0- 0.85
min
-1unit
-l
mL
‾1
で あり ､ M P 4 A(0.59min
-1
unit
-1
mL
-1) と同程度 の値を示 した . ア
セ チ ル エ ス テ ル (2,3R, 3S) は ､ 対応するプ ロ ピオ ニ ル エ ス テ ル (4,5R, 5S) と
比 べ 約 2 倍程度の加水分解速度を示 した ｡ ピ ペ リ ジ ン環上 の エ ス テ ル の位置 (4
位と 3位) で は､ 一 定の傾向は 示 さなか っ たが ､ 光学異性体間で は ､ R 体 の エ ス
テ ル で ある 3 Rと 5 Rは ､ 対応する ア シ ル 基 の S体 の エ ス テ ル (3 S, 5S) よりも
それぞれ 81%と4 4%速 い加水分解速度を示 した ｡ 一 方 ､ BCb Eによる加水分解で
は ､ AChE による加水分解と全く異なる結果が示された o それぞれ の 化合物 の
BCbE による加水分解速度は0.074 - 15min‾1unit‾1mL‾1 と大きく異なり､ プ ロ ピオ
ニ ル エ ス テ ル は アセ チ ル エ ス テ ル と比 べ ､ 4 - 5 倍速く 加水分解された ｡ また ､
光学異性体間で は ､S体が R 体と比 べ はるか に速く加水分解され ､ A CbE と B C b E
は N- エ チル ピ ペ リ ジン メ タノ ー ル エ ス テ ル の 光学異性体 の 認識が異なる こ と を
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示 した ｡
それ ぞれ の 化合物 の ACbE による加水分解速度には比較的差がなく､ B C b E
によ る加水分解速度には大きな差がある こ とか ら ､ 各化合物の AChE 選択性
(A CbE による加水分解速度 /BCbE による加水分解速度) には大きな相違があ
っ た ｡ 4位 の ア セ チ ル エ ス テル で ある 2 は､ 他 の化合物に比 べ はる かに A ChE 選
択性が高く ､ また こ の 値は M P 4 Aと同等である ことか ら､ 2 の構造が 18F 標識に
最も適して い る と考えた｡
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Figu r e2- ト4. ヒ ト精製酵素による化合物2-5Sの 相対的加水分解速度 ( 最大値- 100)
A:A ChEによる加水分解速度o B:A C hEによる加水分解速度D C:A/Bo
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2.1.4 N-[
18F]Flu o ro ethylpipe ridin -4-ylm ethyla c etate (6) の合成
以上 の
14
c 標識化合物を用い た検討から､ 最も AChE 活性測定薬剤として有望
と考えられる 2 の18F 標識体 6 を合成 した .
近年報告された M P4 A の[18F]フ ル オ ロ エ チ ル 標識誘導体と同様に(62, 63)､
piperidin-4-ylm ethyl a c etate に臭化[
18
F]フ ル オ ロ エ チ ル (20pCi/m ol) を反応させ
る こ とによ り､ 放射化学的収率 7 0% ､ 放射化学的純度 98% で 6を得た (Figu re
2- ト5)0
2
.
1.5 化合物6お よび加水分解代謝物 の分配係数
化合物 6 および加水分解代謝物 (N -flu o r o ethy14-pipelidin e m ethan ol) の 分配係
数､ およびラ ッ ド大脳皮質に おける加 水分解速度と特異性に つ い て ､ 現在臨床に
お い て 脳内 A Cb E活性の測定放射性薬剤と して使用され て い る M P 4A お よび
M P4P､ そ して M P 4A の 誘導体である F EtP 4 Aと比較 ､ 検討 した (Table2-I-2)o
血 液脳関門透過性 の 指標 となる 6 お よ び加水 分解代謝物 (N -flu o r o ethy1
4十pipelid ine m ethan o1) の分配係数を測定 した o そ の 結果 ､ 化合物6 は ､ N- フ ル オ
ロ エ チ ル 化 1 級ア ル コ ー ル エ ス テ ル 化によ り､ M P 4A､ M P 4Pおよび F EtP 4 Aよ
りも高い 分配係数を示 し､ 血液脳関門の高い透過性が予測された ｡ 一 方 ､ 加水分
解代謝物 の 分配係数も M P 4 A､ M P 4t, および F EtP 4 A の代謝物よりも分配係数は
高く ､ そ の脳内滞留性低下 の 可能性を示唆 した ｡
gc H
:u .r . ethylb,. mide ;
冒cH3
Or
【18F]F C H2CⅢ2Br
N
H
K2C O3
?
∫
C2H5F
Figur e2-1-5. 化合物6の合成 (N - フ ル オ ロ メ チ/レ化)
18F標識には臭化[18F]フ ル オ ロ エ チ ル を用 い た｡
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2･1･6 化合物
1
6 の ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ュ ネ - トにおける加水分解
速度と A C bE特異性
ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ュ ネ - トにおける化合物5 の加水分解速度と AChE に対
する特異性に つ い て ､ AChE 特異的阻寄剤 (B W 284c5 1 (l,5+bis(4- alyldim ethyl
a m m o niu 111Phe nyl)pe ntan -3- on e) ,3×10
4
M) を用い て検討した. そ の結果 ､ 加水
分解速度はF EtP 4 Aよりも遥かに高く M P4Aと同等の値を示 し､ ACbE 特異怯は
臨床で用 い られる M P4A と M P4P の間であ っ た｡ こ の こ とは 1 級ア ル コ ー ル エ
ス テ ル 化により ､ 陳題 であっ た ACh王=こよる常識が向上したためと考えられ ､ 本
薬剤 の設計指針 の妥当性が示された｡
また ､ ヒ トA ChE お よび B Ch Eによる加水 分解速度を測定する ことで ､ 第 一 章
と同様に ヒ ト大脳皮質で の加水分解速度を予測 したとこ ろ ､化合物 6 はヒ ト大脳
皮質にお い て M P4A と同程度 の速度を持 つ こ とが示唆され (6: 0.12 min
-l
g
-I
,
M P 4 A:0.16min
‾1
g
‾1)､ ヒ ト - の応用に適すると考えられる o
Table2-1-2･ ラ ッ ト大脳皮質にお けるN-[14c]メ チ ル化合物および ル【18F]
フ ル オ ロ エ チ ル化合物の加水分解速度とA C旭 特異性および分配係数
･LogP‡co mpd 加 水分解速度* A CbE特異性T LogP‡(m elabolite)
M P4 A 1.7
6 l.7
M P4P o.4I
F EtP 4 A o.o82
97% -0.3 0 -2.2
86% 0.041 -1.3
82% -0.22 -2.2
65% -0.11 -1.9
*無阻害時の ラ ッ ト大脳比散るホ モ ジ ェ ネ - トにおける加 水
分解速度定数 (min-1g
-1) a
TA CbEによる加水分解速度を､ A C bE特異阻害剤 (B W 284c51)
を用い て求め､ 計算 した｡
‡エ ス テ ル と加水分解代謝物 の 1- オクタノ ー ル/リ ン 酸緩衝液
(0.1 M, pH 7.4)で の 分配係数｡ FEtP4M Aの 値は文献値を用 い た o
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2.1.7 化合物 6 お よび加水分解代謝物のラ ッ ト尾静脈投与後 の大脳
皮質における放射能動態
こ こ まで の 検討から､ 化合物6 はヒ ト大脳皮質にお い て AC bE 活性を高精度で
測定するために必要な適切な加水分解速度と AChE 特異性を示 した ｡ また ､ 分配
係数 の検討から､ 化合物6 の 高 い 血液脳関門透過性が示唆されたが ､ そ の 代謝物
の 血液脳関門透過性も上昇し､ 脳内で の 蓄積性 の低下が懸念された ｡ そ こ で ､ 次
い で イ ン ビ ボで の検討を行な っ た ｡
化合物 石 を静脈投与 して 1, 5, 15, 3 0分後 の ラ ッ ト大脳皮質にお ける取り込み
(% dos e/gtis s u e) をFigu r e2- 1-6 に示す o 投与後 1分における化合物6 の 取 り込
み は ､ 組織 1 g当た り投与量 の約 1.0% であり､ 分配係数からの 予測通り血液脳
関門の高 い透過性が確認された ｡
化合物 6 の投与 15分以降で の放射能 の半減期 (tl/ユニ 45分) は ､ 臨床 にお い て
脳内に十分な放射性代謝物を保持する M P 4A や M P4Pと同程度であ っ た こ とか
ら､
▲
M P 4A及び M P 4P の加水分解代謝物である M P 40H と同様に ､ 化 合物 6 の代
謝物は脳内に保持される こ と を示唆した ｡ これ は ､ 化合物 6 の代謝物は､ そ の 血
液脳関門透過性は非常に低く ､ 血中から脳内 - の移行が少な い こ とからも支持さ
れた ｡
1 0
慧 1
･B
bJ)
､ ー
O
帆
○
■d
i o.I
0
,
01
化合物后
代謝物
0 10 20 30
尾静脈投与後 の時間(min)
Figu re2-1-6. 化合物6および加水分解代謝物 の ラッ ト大脳皮質にお ける時間 -放射能曲線
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以上 の結果から､ 化合物6 は投与後速やか に脳内 - 移行 し､ A Ch Eにより適切
な速度か つ 特異的に加水分解され､ そ の 放射能は脳内に蓄積する代謝変換捕捉
原理に従うこ とを示唆し､ ヒ ト脳局所 A ChE 活性を定量測定 し得る放射性薬剤
であると考えられる ｡
24
第二 節 脳局所B CbE活性の定量測定を目的とする
18
F標識pE T薬剤
第 一 章 の研究結果に基づ き ､
11
c と比 べ 半減期 の長 い
18
F で標識した脳局所
B Ch E活性 の定量測定を可能とする 18F 標識薬剤の 開発研究を行な っ た｡ こ の 開
発により ､ 広範な脳内 B CbE 活性 の測定が可能となり ､ ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の極早
期で の 診断や治療薬剤の開発に大きく貢献すると考えられる ｡
近年 の研究から､ AChEの場合と同様に ピ ペ リ ジノ ー ル エ ス テ ル の N - フ ル オ ロ
エ チ ル 標識体は N- メチル 標識体と比 べ B C h Eによる認識が低く加水分解速度が
低下する こ とが知られて い る(64)｡ また ､ M P 3 B_ R や 5 R 3B _ R の N-[
1 8
F]フ ル オ ロ
メチ ル 化合物は不安定と予測される こ と か ら(61)､ 1 級ア ル コ ー ル エ ス テ ル で あ
る化合物 2 - 5S の プチリル および バ レ リル エ ス テ ル 誘導体 (7 - 1 0S) を設計し
たo 次い で ､ 本章第 一 節と同様に【
14c]標識体の精製 ヒ ト AChE および B C h Eを用
い た評価を行ない ､ 有望な化合物 の
18
F 標識に つ い て ､ ヒ ト大脳皮質における加
水分解速度の 予測､ ラ ッ ト脳ホ モ ジ ュ ネ - ト中で の B C b E特異性 の検討, ラ ッ ト
尾静脈投与後の大脳皮質に おける放射能動態 に つ い て検討を行な っ た0
Table2-2-1. A C hE活性測定を目的とする･18F標識候補化合物 と
比較対象化合物
R 2
R l- N > R 3
比較化合物
Co mpd 且1 R2 R 3
h4P4A
MP4P
h m 3 B R
M e
Me
M e
班
H
Ⅱ
O C O C H3
0 C O C2H5
(氏)O C O C3H7
評価化合物
7 Et
S R Et
8S Et
9 Et
1OR Et
lo§ Et
11 C H2C H2F
H
(氏)CHユOC O C3H7
(S)C H20 C O C3H7
Ⅰ‡
(R)C H20 C O C4H9
(S)C H20 C O C4H9
Ii
C H20 C O C3E7
H
班
CH20 C O C4H9
班
H
C H20 C O C3H7
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2.2.1 N-[
14
c]i チル標識ピペリ ジンメタノ ー ル エ ス テ ル の
設計と合成
18F 標織 の BChE活性 の測定に適した薬剤を選出するため､ 化合物2 - 5S の プ
チリル および バ レ リル エ ス テ ル 誘導体7 - 10S の N-[
14
c]エ チル 標識 ピペ リジ ンメ
タノ ー ル エ ス テ ル を設計､ 合成 した (Table2-2-I). これ らの 化合物 は ､ B C hEに
よる適切な加水分解速度を目的とした 2 級ア ル コ ー ル エ ス テル で ある MP3BJR
の 1 級ア ル コ ー ル 化 ､ および BCt瓜 特異性および速度の調節を目的と した バ レ
リ ル エ ス テ ル ある い は光学異性体を含む ピ ペ リ ジン環上 の 異なる部位 - の エ ス
テ ル 基の 導入 ､ の観点か ら M P 3 B
_
R をリ ー ド化合物と して考案した . 光学異性
体 の合成は ､ ア ル コ ー ル 体の ラセ ミ体からの リ パ ー ゼ p sを用 い た光学分割によ
り行ない ､ 文献収載の旋光度から(48)､ S体は99%ee以上 ､ R体 は90%ee で 得ら
れた o
7 - 10S は､ N - Boc ピ ペ リ ジンメタ ノ ー ル を塩化プチリルも しく は塩化バ レリ
ル によ り エ ス テ ル 化 し､ 脱保護後､ ヨ ウ化 エ チ ル により N- エ チル 化 した ｡ 1 4c 標
識体の合成は ､[
14
c]ヨ ウ化 エ チル(2,04 G Bq/m m ol)を用い ､ 放射化学的収率70%､
放射化学的純度9 9%以上で得た ｡
今回合成した化合物 7 - 1 0S も ユ - 5S と同様にリ ン酸緩衝液中(o.1 M, pH 7.4)
にお い て 非常に安定であ っ た (< 0.0001min
‾1)0
2.2.2 精製ヒ ト A ChEおよび B ChEによる 淋[
1チc]エ チ ル標識ピペリ
ジ ンメタノ ー ル エ ス テ ル の加水分解速度
1 級ア ル コ ー ル エ ス テ ル で ある 叫
14
c]エ チ ル ピ ペ リジ ンメ タノ ー ル エ ス テ ル
(7 - 10S) につ い て ､ 精製 ヒ ト A Ch Eおよび B Ch Eを用 い て ヒ ト大脳皮質で の加
水分解速度を予測 した ｡ それぞれ の 化合物 の B C h Eによる加水分解速度は
･0･31
- o.85min
-1
g
-1
m L
‾1で あり ､ M P 3 B
_
R (0.3 0min
‾1
g
1
m L
-1) と同程度 の僅を示 した
(Figu r e2-2-1 A)o ピ ペ リジ ン環上 の エ ス テ ル構造 の位置(4位と 3位) の相違に
ょる分解速度を比較 した場合､ 同じア シ ル 基で は 3 位の化合物の方が速やかな加
水分解速度を示 した o 一 方 ､ それぞれ の化合物は ､ A ChE に よる加水分解速度は
極めて低く ､ そ の 債は 0.0024- 0.017min
-1
g
-1
mL
‾1
で あっ た (Figu r e2-2-1 B)o ピペ
リ ジン環上 の エ ス テ ル 構造の位置 (4位と 3位) を比較 したとこ ろ､ B C bE の場
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Figure2 -2-1. ヒ ト精製酵素により推定した化合物7-10Sの ヒ ト大脳皮質におけるBChE による加水分解
速度 (A) とA C h Eによる加水分解速度 (B) ､ および ヒ ト大脳皮質におけるB ChE特異性の推定値(c)
合 と同様に同じア シ ル 基間で 3 位 の化合物の方が速やかな加水分解速度を示 し
た ｡ また ､ 光学異性体間で は ､ R 体 の エ ス テ ル で ある S Rと 10 Rは ､ 対応する ア
シ ル 基 の S体の エ ス テ ル (SS,lo §) よ りも速い加水分解速度を示 した ｡
A CbE に よる ヒ ト大脳皮質で の 加水分解速度の 予測値は､ B C b Eによる加水分
解速度の 予測値と比 べ 非常に低 い た めに ､ BCb E特異性は高い こ とが予測された
(Figu r e2-2-1 C)｡ また ､ 化 合物 7 のヒ ト大脳皮質 で の加 水分解速度の 予測値
(A CbE と BC姐 による ヒ ト大脳皮質で の 加水 分解速度 の 予測値の和) (0.32
m in
-1
.g
‾1
mL
-1) は M P3 B
_
R の値 (o.3 0min
-1
g
‾l
mL
-1) と ほ ぼ同 じ借を示 し ､ 臨床に
用い られる M P4 A(0.16min
-1
g
‾1
mL
-1) に最も近 い値を示 した o
2.2.3 N-[18F] lu o r o ethylpiperi din -4-ylm ethyl butyr ate (ll) の合成
以上 の
14
c標識化合物を用 い た検討から､ 最も BCb 五倍性測定薬剤と して有望
と考えられる 7 の18F標識体 11を合成 した ｡
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ec3H7
且u or oe也ylbro mide
＼ o r
[18F]FCH2CH2Br
N
H
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Figu re2-2-2, 化合物11の 合成 (N- フ ル オ ロ メチ ル 化)
18F標織には臭化【18F]フ ル オ ロ エ チ ル を用い る o
近年報告された M P4Aの[
18
F]フ ル オ ロ エ チル 棟織訴導体(62, 63)および先の化
合物 6 と同様に､ piperi din -4-ylm ethyl butyr ate に臭化[
18
F]フ ル オ ロ エ チル (20
pci/m ol) を反応させる ことにより ､ 放射化学的収率 70%､ 放射化学的純度 98%
で 11を得た (Figu re2-2-2)｡
2.2.4 化合物11および加水分解代謝物の分配係数
化合物 11 の 血液月尚関門の透過性と代謝物の脳内滞留性を評価するため､ 化合
物11 の分配係数を現在臨床使用されて い る A Cb五 倍性測定の た めの放射性薬剤
で ある M P4A および MP4P､ そ して先 の研究より開発 した MP3 B
_
R と比較 ､ 検
討 した (Table2-2-2)o そ の結果 ､ 化合物11は ､ N- フ ル オ ロ エ チ ル 化および1級
ア ル コ ー ル エ ス テ ル 化により ､ M P3 B
_
R よりも高い 分配係数を示 し､ 血液脳関
門 の高い透過 を有すると考えられる o 本化合物は ､ 先の研究で開発 した化合物6
と同 じ放射性代謝物を与える こ とか ら､ 化合物11 の投与で生成した放射性代謝
物は､ 測定に十分な時間脳内に滞留する｡
2.2.5 化合物11 のヒ ト精製酵素お よびラ ッ ト大脳皮質ホモ ジ ェ ネ -
トにおける加水分解速度と B ChE特異性
化合物11 の ラ ッ ト大脳皮質における加水分解速度は ､A C h Eと B CbE 活性と の
活性比がヒ トと異なるために､ 臨床で用 い られ る M P 4 Aや MP4P と直接比較す
る こ とはできな い o したが っ て ､ ヒ ト A ChE および B Ch Eによる加水分解速度を
測定する こ と で ､ 第 一 章 と同様に ヒ ト大脳皮質で の 加水 分解速度を予測 した
28
Table2-2-2
. 化合物11とM P 4 A, M P4PおよびM P3 B
_
Rと の 比較
LogPico mpd 加水分解速度* BCh 踊 異性T LogP‡(m efabolile)
11 0.20
M P3 B 良 o.30
M P4P o.o35
M Ⅰ)4 A 0.16
85% o.62 -1.3
92% 0.77 -1.8
-o.22 -2.2
_0.3 0 -2.2
*Figu r e2-2-I. と同様に求めた ヒ ト大脳皮質における加水分解速度
の推定値(min
‾l
g
-1).
†ラ ッ ト大脳皮質におけるBCb E特異性｡
Ⅰ エ ス テ ル と加水分解代謝物 の トオク タノ ー ル/リ ン酸緩衝液
(0.1 M,pH 7.4)で の 分配係数｡
(Table2-2-2)o B ChE に よる加水分解速度は M P3 B
_
R と同程度であり ､ 一 方 A Ch E
たよる加水分解速度は非常に低か っ た .･ そ して ､ こ れ らの僅か ら推定 した ヒ ト大
脳皮質における化合物 11 の加水分解速度は､ M P 4 Aと同程度 の速度を持ち､ 臨
床 に お い て も充分な速度を有する こ と が示唆された (ll: 0
′
.2 0 min
-1
g
-1
mL
･1
,
M P 4 A:0.1 6min
‾1
g
11
m L
-1)o また ､ こ の借 を用いて ､ ヒ ト大脳皮質における特異性
を推定 した とこ ろ､ 他 の 酵素による加水分解を無視 して い る が ､ 98%の 高値を示
した Q
他 の 酵素による特異性 - の 影響を検討するために､ ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ュ ネ
- トにおける化合物11 の加水分解速度を測定 した ｡ そ の 結果､ 加水分解速度は､
MP3B
_
R と同等の値を示 し､ B C h E特異阻害剤 (iso- OM P A,3×10
15 M) を用 い て
の BC血E 特異性の検討で は ､ 85% の 高い B CbE 特異性を示 した ｡
2.2.6 化合物 11および加水分解代謝物の ラ ッ ト尾静脈投与後の 大脳
皮質における放射能動態
こ こ まで の検討から､ 化合物 11は ヒ ト大脳皮質にお い て B C h B活性を高精度
で測定するために必 要な適切な加水分解速度と B CbE 特異性を示 した ｡ また ､ 分
配係数 の検討から､ 化合物 11 の高い 血液脳関門透過性が示唆された｡ そ こ で ､
実際に化合物 11を用い たイ ン ビボで の 検討を行な っ た ｡
29
化合物11 を静脈投与して 1
,
5
,
15
,
3 0分後の ラ ッ ト大脳皮質における取り込み
(% dos e/gtis s u e) を Figu re2-2-3 に示 したo 投与後1分における化合物11 の取
り込み は､ 約 l.0% do s e/gtiss u eで あり ､ 分配係数からの 予測通り ､ 本化合物 の高
い 血液脳関門透過性が確認されたo
化合物11 投与 15分 か ら50分の 放射能 の半減期は､ 臨床研究におい て十分な
脳内 へ の 蓄積が確認されて い る MP40 H(MP 4A 及び M P4P の 加水分解代謝物)
と同程度であり ､ 化合物11 の代謝物が脳内に十分な時間滞留する ことが改めて
確落された ｡ また ､ 化合物 11の 代謝物は､ 先に開廃した化合物后 と同じで ある
こ とか ら､ 血液脳関門透過性は非常に低く､ 血中から脳内 - の移行および脳内か
ら血中 - の 移行は極めて遅 い と考えられた｡
以上 の結果から､ 化合物 11 は投与後速やかに脳内 - 移行 し､ BC 他 により適
切な速度か つ 特異的に加水分解され､ そ の放射能は脳内に蓄積する代謝変換描
捉原理に従うこ とを示唆し､ ヒ ト脳局所 B C h E括性を定量測定 し得る放射性薬
剤であると考えられる ｡
10
慧 1
･B
bL)
＼
qJ
U)
O
｢コ
欝 o.1
0.01
化 合物11
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尾静脈投与後の時間(min)
Figure2-2-3. 化合物11 のラ ッ ト大脳皮質に お ける時間 -放射能曲線
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結論
ア ル ツ ハ イ マ ー 病患者 の剖検脳 の研究から､ 脳内プチ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー
ゼ(BCbE)活性は上昇する土とが知られて い る ｡ また最近の研究から､ BC bE は ､
脳内にお い て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病因 と考えられ て い る神経毒性を有する老人
斑に特異的か つ 高濃度に集積する こ とも知られて い る ｡ した が っ て ､ ヒ ト脳内
における BC血E 活性 の定量測定を可能とする放射性薬剤 の開発により､ ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 の 早期診断､ さ､らには病態 の解明や治療薬 の 開発に大きく貢献する
と考えられる ｡ こ う した背景から､ 本研究で は ､ 代謝変換補足原理に基 づき ､
脳 内BCbE活性 の定量測定を可能とするIIc標識放射性薬剤 の新規開発を検討 し
た . また近年､ 半減期 の長い ポ ジトロ ン核種である 18F(約 2 時間)で標識 した化
合物を他施設で 運搬利用する動きが活発にな っ て きた ｡ そ こ で IIc標識薬剤に つ
い て の 研究成果を18F で標識した脳内 A C h Eおよび B ChE 活性 の定量測定薬剤 の
開発 - と展開した｡ 本研究より得られた知見を以下に記す｡
# - i
脳内B CbE活性の 定量測定を目的と して環状プチリ ル エ ス テ ル 構造を有する 5
種 の 14c 標識放射性薬剤を考案 し､ 代謝変換補足原理 に要求される母体化合物 の
血液脳関門透過性, 放射性代謝物の脳内滞留性､ B CbE による特異性､ さ らに は
加水分解速度に つ い て ラ ッ ト を用 い て 検討 を行 っ た . そ の 結果 ､ (R),N-
m ethypiperidin-3yl butyrate (M P 3 B
_
R) お よ び(R)-N- m ethyp ymolidin-3yl butyr ate
(5R 3 BJR) の 2 つ の 化合物が ､ ヒ ト大脳皮質における BC岨 活性 の定量測定に
必要とされる要件を満たす こ とを認めた ｡ さらに両化合物投与後 の ラ ッ ト脳内
で の 放射能分布 は ､ 脳局所 の B C旭 活性と良く相関した ｡ ヒ ト精製酵素を用 い
て ヒ ト脳内における加水分解速度を検討した結果､ 両化合物は P E Tを用い た定
量解析に適した加水分解速度を示す こ とが予測された ｡ 両化合物は短半減期核
種である 11c を用 い た標識合成 にお い て も簡便な操作で 11c 標識体を与える｡ 以
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上 の結果から､ M P3B
_
R および 5R 3 B
N
R は､ 脳内 B ChE 括性の定量測定に必要
な要件を満たす新規放射性薬剤と考えられ､ そ の 臨床応用が期待される ｡
#=* #- A
現在､ 脳内 A ChE 措性 の 画像診断薬剤と して の 有用性が広く認められて い る
N-[
)1c]m ethylpiperi din-4yl a c etate ([1
1
c]MP4 A)お よ び N-[
H
c]m ethylpiperidin-4yl
pr opio n ate([‖c]M P 4P)と同質の診断情報を与える
18
F 標識薬剤の 開発に つ い て 検
討 した o 候補化合物 の設計に先立ち ､ A C h E活性の 測定にお い て ､ N-[14c]エ チル
化合物が N -[1 8F]フ ル オ ロ エ チ ル化合物 の評価に利用可能で ある こ とを明らかと
した
o そ こで汎用性 の高い N-[
14
c]エ チ ル 化合物を用い ､ 代謝変換補足原理 に基
づ く放射性薬剤に要求される様々 な条件につ い て の 検討を行い ､.1級ア ル コ ー
ル エ ス テ ル で ある N -[
14
c]ethyl-piperidin-4ylm ethyla c etate を開発した o 本化合物の
N-[
18F]フ ル オ ロ エ チ ル 体である N-[
1 8F]flu o r o ethylpiperidin-4ylm ethyl a c etate を実
際に合成し､ ラ ッ ト脳組織を用い た検討およびラ ッ ト体内動態を追跡 した結果､
本化合物は脳内 A Cb E活性の定量測定に適合 した体内動態を与える こ とを明ら
かに した o
第 二 章 第 二 節
第 一 章ならびに第 二 章第 一 節の 結果に基づき ､ 脳内 B C hE活性 の測定の た め
の 18F 標識放射性薬剤に つ い て検討 を行 っ た o 第 一 節と同様に､ N -[
14
c]エ チル
化合物に つ い て 検討を行 っ た結果 ､ N-[
14
c]ethylpiperi din-4ylm ethyl butyr ate は
B Ch Eに対する高い特異性と B Cb引 こよる適切な加水分解速度など､ 代謝変換補
足原理 に基づく脳内 B CbE 活性の定量測定に適 した薬剤で ある こと を明らか に
した . さ らに ､ 本化合物 の N -[
1 8F]フ ル オ ロ エ チ ル 標識体で ある N-[
18
F]flu o r o-
ethylpiperidin-4ylm ethyl butyr ate は ､ ラ ッ トを用 い たイ ン ビ トロ , イ ン ビボで の検
討にお い て第 一 章の M P3 B⊥R と類似の挙動を示すこ とを明らか と し､ ヒ ト脳内
B Ch E活性 の定量測定に対す る本薬剤の高 い 可能性を認めた｡
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以上､ 著者は､ 代謝変換補足原理に基づ き ､ ヒ ト脳内における BC bE 活性 の
画像解析による定量測定を可能とする新規 の 11c 標識放射性薬剤 の 開発を行 っ
た ｡ さ らに ､ 本研究成果を広汎な臨床利用の 可能な18F標識放射性薬剤 の開発 -
と展開 し､ ヒ ト脳内の A CbE ならびに BCb E活性 の定量測定に適した候補化合
物を開発 した ｡ 本研究成果 は ､ 高齢化社会にお い て増加すると考えられる ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 を含む痴呆患者 の極早期 で の 診断に つ ながる こ とが期待される ｡
それ と同時に ､ 抗痴呆薬 の開発や治療効果 の判定に対 しても大きく貢献すると
考えられる ｡
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第三章 方法と理論的背景
3.1候補化合物の合成
3.1.1 試薬および機器
【
14
c]ヨ ウ化メ チ ル お よび【
14
c】ヨ ウ化 エ チ ル (2.04 G Bq血 m ol) は Am ersba m
Inte rn atio n al 社製を用 い た o また､ 全て の 合成原料は AldrichC he mic al社より購
入 した ｡ 他 の 反応試薬は市販 の特級 をそ の ま ま使用 した ｡ 様 々 の 化合物 の
1H-N M Rと 13c-N M Rによ る構造解析に は J N M F X-100(loo MHz) と JNM
A し3 00(3 00 M Hz) を用い たo 旋光度測定にはJASCO DIP-36 0polarim ater を用い
た｡
3.1.2 第 一 華の 候補化合物
幽 挺(5R 3B_ R)
(R)-N-te rt-Buto xyc arbo nyl-3-hydr o xyp ymolidin e(1.0g, 5.3 m m ol) を 10mL の ジ
ク ロ ロ メ タ ン に溶か し､ ビリジ ン(790 mg, 10m m ol)を加えた｡ こ の醇液に塩化プ
チリル(850mg, 8.O m m ol)を加え､ 室温 で 14時間反応させ た｡ 反応後 ､100mL の
酢酸 エ チル を加 え ､ 反応溶液 の有機層を水､ 5% -HCl､ 水､ 飽和 NaH C O3水溶液
そ して最後に水 で順に洗浄 した ｡ そ の後 ､ 有機層を無水 MgS O4 で乾焼 し､ 溶媒
を減圧留去 し ､ 得 られ た残漆をカラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー(silic agel C-200,
he x a n e : ethyla c etate - 4:I)に付 し､(R)- N-tert-buto xyc arbo nylp ymolidin-3-ylbutyr ate
(1.31g, 83%)を油状物と して得た ｡
(R),N-te rt- Buto xyc arbo nylp ymolidin-3-yl butyr ate(500mg, 1.95 m m ol)を5 血L の酢
酸 エ チ ル に溶か し､ 5m L の 4 M- H Cl/酢酸 エ チル を水冷下で加 え ､ 1時間室温に
て放置 した後､ 酢酸 エ チ ル を室温以下 で減圧溜去 して(R)-p ymolidin-3-yl butyr ate
hy血o cblodde(3 80 mg)を油状物と して得た ｡ こ の化合物を5 mL のク ロ ロ ホ ル ム
に溶か し､ こ れ に5 mL の 飽和 N H3-ク ロ ロ ホ ル ム 溶液を氷冷下加 え､ 室温 にて
5分間反応させた後､ 反応溶液中 の不溶性固体を渡過して除き ､ 溶媒を減圧溜去
する こ とで(R)-p ymolidin-3-ylbutyr ate([α]
2
,
0
＋11.5
o
(c- 1, C H C13))を得たo
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(R)-Pymolidin-3-ylbutyr ate(3 00mg, 1･9lm m ol) を 5 mL のアセ トン に溶か し ､
20 mg の K2C O3と0･24mL のヨ ウ化メ チ ル を加 え ､室温 にて 6時間反応させた o
反応後､ 溶液中の 不溶性固体を渡過して除き ､ 溶媒 を減圧溜去 し､ 残漆をカ ラム
ク ロ マ トグラ フ ィ ー (silic agel C -20 0, EtOH : ethyl a c etate - 1 : 1 0)に付 し
(R)-N - m ethylp ymolidin -3-ylbutyr ate(140mg, 43%)を得た o
5 R 3 B
_
R;【α】
2
D
O
＋1･5
o
(c-2, MeO H)I
1
H -NMR(a , CDC13): 0･89(3H, i, C H3),
1.5 7(2 H, m , CH2), 1.78(l H, m , CH), 2126(4 H, m , 2 × C H2), 2･31(3 H, s, N - C H3),
2.63(2H, m , C H2), 2･77(1H, m , C H), 5･13(1H, m , C H)･
13c- N M R(CDC13): 13･5 1(q),
1 8.28(t), 32.45(i), 3 6.14(i), 4l,83(q), 54･74(t), 6l･98(i), 74･15(d), 1 73･44(s)･ Analcalc
for(C9H.,N O2): C 63.12, H 10.00, N 8･18･ Fo und: C62･99, H IO･26, N 7･95･ a(neat)
c m
-1
1734.
地 盤(5R 3B_S)
(R)-N-te,i- Buto xyc a rbonyト3-hydr o xyp ymolidin e(500mg, 217 rr - ol,[α】
2
,
0
- 22･7
o
(c- 1, C H C13))を 1 0mL の T H Fに溶か し ､ be n z oic a cid(685 mg, 5･6 m m ol)､
triphe nylphosphine
'
(1.47 mg, 5.6 m m ol) ､ azodic arbo xylate(975mg, 516 m m ol) を加
え ､ 室 温 にて 1時間放置 した ｡ 反応溶液に 10 m L の酢酸 エ チル を加えた後､ 水 ､
飽和 NaHC O3水溶液､ そ して 水 で順に洗浄 し ､ 有機層を無水 MgS O4で乾燥させ ､
溶媒 を減圧溜去 して得た残撞 をカ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー (silic a gel C-200,
he x an e : ethyl a c etate - 4 : 1)に 付 し(R)-N-te rt-buto xyc arbo nyl p ymolidin-3-yl
be n z o ate(64 0mg, 82% [α]
2
,
0
＋39.5
o
(c- 1.1, C HCl3), mP･ 65℃ )を白色結晶と し
て得た ｡ こ の 化合物(5 00mg,1.7 m m ol) を 5 mL のメ タ ノ
ー ル に溶 か し､2 mL の
2 M_N aOH を加え､ 室温 にて 1時間反応させた ｡ 反応溶液に.100m L の 酢酸 エ チ
ル を加え水で洗浄 し ､ 有機層を無水 MgSO4 で乾煉させ ､ 溶媒 を減圧溜去 して得
られた残漆をカラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー(silic agelC-2 00, he x a n e : ethyla c etate =
1 :1)に付 し(S)-N-te rt-buto xyc arbo nyl-3-hydr o xypymolidine(290 mg, 90% ,[α]
2
,
0
＋22.9
o
(c- 1, C H Cl3))を油状物として得た(Figu r e1-2)o (i)-N- m ethylp ymolidin-
3-ylbutyr ate(5 R 3 B_ S) は5 R 3 B_ R と同様の合成過程により得た ｡
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幽 迦(5R 2B
_
R a nd 5R 2B
_
S)
(R)-N- M ethylpyrrolidin e･2- m ethyl butyrate (5R2 B_ R)と(5)-N- m ethylp ymolidin e-
2- m ethyl butyr ate(5R2 B
_
S) は前述 の 5 R 3 B
_
R と同様に対応する(R)- も しく は
(S)-NJert-buto xyc arbo nyl-2-hydr o xyp ymolidin eを用い た合成過程により得たo
5R 2B
_
S;【α]
2
D
O
- 3 2.4
o
(c- 1.1, CHC13).
1
H -T M R(a , C DCl3): 0.89(3 H, i, CH,),
l･25-l･80(5H, m , CH, 2X C H2), l･80-1.95(l H, m , C H), 2.20-2AO(4 H, m , 2XCH2),
2 37(3H, s, N - C H3),3.00(lH, m, CH), 4.04(2H, m , C H2).
1 3c-N M R(CD Cl,):13.56(q),
18.3 2(i), 22.70(i), 28 24(i), 36.07(i), 4136(q), 57.56(d), 6i.74(i), 66.3 4(i), 173.60(s).
Analc alcfor(C.10H19NO2):C 63.12, H 10. 0, N 8.18. Fo u nd:C 62.99, H 10.26, N7.95.
IR(n e at)c m
-1
1734.
成L 地 (M P 3 B_ R andMP 3B _S)
ラセ ミ化合物である N-te rt-buto xyc arbo nyト3-hydr o xypiperidin e(4.0g, 20m m ol)
を 10 mL のペ ン タ ン 中 で 15 mL の 酢酸 ビ ニ ル と 2 g の リ パ ー ゼ ps
bs e udo m o n a s sp.; Ama n ophar m a c e utic al Co., Ltd. Japan)とともに室温にて 4日間
擾拝 した｡ 反応溶液中の 不溶性固体を液過 して除き ､ 溶媒を減圧溜去 して得ら
れた残液をカ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー(silic agelC-2 00,he x an e : ethylla C etate - 1 :
3)を用 い て精製 し､ (R)-N-tert-butoxyc arbo nylpiperidin -3-yl a c etate(l･05g, 22%,
[α]
2
,
0
＋9.9
o
(c-1.1, C H.Cl3))を油状物と して得たo
さらに約 3g の こ こ で得られる未反応 の化合物を多く含むア ル コ ー ル 体化合物
を2 回同様にリ パ ー ゼp sで処理 し､ カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー を用い て精製 し､
光学的に純粋な(i)-N-tert-buto xyc arbo nyl-3-hydr o xypiperidin e(0.9 g, 23%,[α】
2
D
O
＋9.9
o
(c- 1, C H C13), mp. 40-42℃)を白色結晶として得た｡
こ の化合物 (o.5 g, 2.1 m m ol) を 5 m L のメ タノ ー ル に溶か し､ 2･5 mL の 2
M -NaOH を加 え ､ 室温 にて 2時間反応させた｡ 反応溶液に 50mL の酢酸 エ チ ル
を加 え､ 有機層を水で洗浄 した後､ 無水 MgS O4で乾燥させ ､ 溶媒 を減圧溜去 し
て得られた残漆をカラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー (silic agel C-200, he xane : ethyl
a c etate - l:I)を用 い て精製 し(R)-N-tert-buto xyc arbonyl-3-hydr o xypiperidin e(390 mg,
95%,[α】
2
,
0
- 9.6
o
(c- 1, C H C13), mP. 4 0-42℃)を白色結晶と して得た ｡
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(R)- と(S)-N- m ethylpipe ridin -3-ylbutyr ate(MP 3B _ R と MP3 B- S) は対応する(R)
-
も しく は(S)-N -tert-buto xyc a rbo nyト3-hydr o xypiperi din eを用 い る こ とで ､ 前述と同
様 の合成過程によ っ て得た ｡
MP 3B
_
R;【α]
2
D
O
＋15･5
o
(c-2, CH Cl3)I
1
払 N M R(a , CD C13)‥ O188(3 H, i, C H3),
1.39(l H, m , CH),1･55(3 H, m , CH2, CH),l･65(2 H, m , CH2),2･10
- 2･30(4 H, m , 2XC H2),
2.19(3H, s, N - CH3), 2･38(1H, m , CH), 2･57(l H, m , C H), 4･8 2(l H, m, CH)I
13c- N M R(C D Cl3): 13.49(q), 18.38(i), 22･32(i), 28･59(i), 36･24(t), 46･19(q), 5 5･16(i),
58.9 8(t), 68･88(d), 173･02(s)･ Anal LC alc fo r(CwH19N O2): C 64･83, H IO･3 4, N 7･56･
Fo und:C64,68
,
H 10.54, N7.33･
姓 幽 岬 4 B)
N- M ethylpiperidin14-yl butyr ate (M P4B) は N-te rt-buto xyc arbo nyl
-4-hydr o xy
piperi din eを用い る ことで ､ 前述と同様 の合成過程によ っ て得た o
I
H-NM R(a , CDCl3):0.90(3H, i, C H3), 1･60-1･70(4 H, m , 2× C H2), 1･87(2H, m, C H2),
2.17-2.34(7H, m , N - C H3, 2 × C H2), 2･64(2 H, m , C H2), 4･76(1H, m, C H)I
13
c-N MR(CD Cl3): 13.5
r6(q), 18.46(i), 3 0･34(i), 36･44(i), 45･59(q),
ド52･38(i), 68185(d),
173.03(s). Analc alcfo r(CIOH19NO2): C 64･83, H IO･34, N 7･5 6･ Fo und: C 65･02, H
10.22, N 7.78.
也
標識前駆体(デス メ チル ピ ペ リジ ニ ル プチ レ ー トも しく はデス メチ ル ピ ロ リジ
ニ ル プチ レ ー ト,100IL m Ol) を 2 mL の ア セ ト ン に溶 か し ､ [
14
c]ヨ ウ化メチ ル(10
MBq)を加え､ 水浴上 で 20分反応させた o これ に無水 HCl を飽和させ た酢酸
エ
チ ル を加え､ 窒素ガ ス で 乾焼させた｡ 得られ た残澄を 200〃 L のメ タノ
ー ル に溶
か し､ シ リカ ゲル プ レ ー トを用 い て薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー (酢酸エ チ ル : イ
ソ プ ロ パ ノ ー.)i, : ア ン モ ニ ア 水溶液(15:5:1;v ols.)) により展開 し ､ 標準物質と
同じ Rf値の放射能部分集め､ メ タノ ー ル とク ロ ロ ホ ル ム の 混合溶液 (1:2) で抽
出 した ｡ 放射化学的収率は加えた【
14
c】ヨ ウ化メチ ル か ら求め 8 0%以上 で あり ､
また純度は 99% 以上 で あ っ た ｡
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3.1.3 第ニ 牽および第三草の化合物
幽
(R)-お よび(i)Nte rt-buto xycarbony13-piperidin e m ethan olは上記と同様の方法で ､
リ パ ー ゼ ps を用 い た 光学分割 か ら ､ (S)rN-te rt-buto xyc arbo nylpiperidin-31yl
m ethyla c etate(2.5g, 42%,[α]
2
,
0
＋17.8
o
(C-1, CHC13))を得たo 文献既知の旋光度
から ､ 光学純度は 99 %eeで あっ た｡ また ､ (R),N-te rt-buto xyc arbo ny13-piperidine
m eth an ol(2.0g,40%,[α]
2
D
O
- ll.2
o
(C-I, CHCl3))臥 90%e eで得られた o
2.0 g の(S)-N-te rt- Buto xyca rbo nylpiperidin-3-ylm ethyla c占tate(7･8 m m ol)5 mL の
EtO H と 2,5 mL の 2 M-NaOH を 用 い る こ と で ､ (S)- N-te rt-buto xyc arbo ny1
3-piperidin e m ethan ol(l･6g,97%,[α]
2
D
O
＋12･5
｡
(C-I,CH Cl3))を得たo
地 盤(7)
上記と同様に N-Cert- Buto xycarbo nyl-4-hydr o xypiperidin e(1.0g, 5･O m m ol)をア シ
ル 化､ 脱保護､ ヨ ウ化 エ チル による N - エ チル化により N- Ethylpiperidin-4-yla c etate
(1)を得た｡
N-Ethylpipe ridin-4-yl a c etate (1);
)
H - NM R(a , C D C13): 1･03(3 H, t, CH3),
1.59-1.70(2 H, m, 2× C H),1.82-1.89(2 H, m , 2× C H,),1･99(3 H, s,CH3),2･11
-2･19(2 H,
m
,
2× C H), 2.35(2 H, q, CH2), 2.63-2･69(2 H, m , 2×C H), 4168-4174(1 H, m , C H)･
1 3
c-N M R(C DC13): 12.19, 2l.29, 3 0.81, 5 0･47, 52･15, 70･43, 170･5 2･ Analc alc fo r
(c9H1 7N O2):C63･13, H 10･Ol, N 8･18･ Fo und: C 63･10, H IO･00, N8･18･ IR(ne at)c m
-rl
1705.
他 の N- エ チ ル 化合物(第 二章 2 - 5Sおよび第三章 7 - 10S)に つ い て も同様に し
て得た ｡
N _Ethvlm
･
z?e ridin ole sters(第三量旦 盤 7 - lo§
N -Ethylpipe ridin
- 4-ylm ethyla c etate(2);
1H -N M R(a, CD Cl3):1･02(3H, i, C H3),
1,20-1.34(2 H, m , C H2), 1.59-l.68(3H, m , 2X C H, CH), l･79-1･87(2 H, m , 2X CH),
1.99(3 H, s, C H3), 2.33(2 H, q, C H2), 2188-2192(2 H, m , 2× CtI), 3･8 7(2 H, d, C H2)･
13c-N M R(C D Cl,):12.06, 20.82, 28.83, 35･28, 5 2151, 52･84, 68･78, 171･06･ Analc alc
38
for(CIOH1 9NO2)･. C 64.83, H 10.34, N 7･56･ Fo und:C 64･82, H 103 5,N 7･54･ IR(n e at)
c m
-1
1736.
(R)_ a nd(S)_ N_ Ethylpiperi din _ _ylm ethyla c etate(3 R,3S);Ris . m e ,;【α]bO '7.8｡
(c-o.4, C H Cl3), S is o m e r;[a]
2
,
0
- 8.7
o
(C -1, C H Cl,).
1
H -N M R(8 , C DCl3):1.01(3 H,
i
,
CH3), I.2 4-1.32(3 H, m ,CH, C H2),I.50-1･69(2H, m , 2× CH),1･75-l･88(2H, m , 2×
C H)I.98(3 H, s, C H3),2.33(2 H,q, C H2),2,78-2･87(2 H, m , 2 × C H),3･78-3･84(1H, m ,
c H), 3.89-3.94(l H, m , CH).
13
c- N M R(C DC13): ll.97, 20.88, 24.81, 27.40, 3 8.83,
52.75
,
53.62, 56.77, 67.3 7, 17l.1l. Analc alcfo r(CIOH1 9N O2):C64.83, H10.3 4, N 7.56.
Fo und:C 64.83
,
H 10 3 3
,
N 7.55. R(n e at)c m
-1
1718.
N- Ethylpipe ridin-4-ylm ethylpr opio n ate (4);
1H -N M R(6 , C D Cl3): I.04(3 H, t,
CH3), 1.10(3 H, i, C H3),1.2 8-l.32(2 H, m , C H2), 1.5 9-1･67(3 H, m , 2× C H, C H),
1.8 0-1.88(2 H, m , 2× C H),2.28(2 H,q, C H2),2.35(2 H,q, C H2),2･89-2･93(2H, m , 2 ×
cH), 3.89(2 H, d, C H2).
13c- N M R(CDCl3):9.1l, 12.10, 27.5 0, 28.88, 35.38, 52.55,
52.8 9
,
68.66
,
174.49. Analc alcfo r(CllH21N O2): C66.29, H 1 0.62, N 7.03. Fo und: C
66.29
,
H10.6l
,
N 7.03. A(n e at)c m
-I1723.
(R)- a nd(S)- N - Ethylpipe ridin-4-ylm ethylpr opio nate(5 R, 5S); R is o m e r;[a]
2
,
0
＋8.0
.
(C-1.1, C H Cl3), Sis o m e r;[a]
2
,
0
- 8.9
o
(C-1.I, C HCl,).
1
H - N M R(6 , C D Cl3):
0.98-1.10(6tI, m , 2X CH3)1.19-1.33(3 H, m , C H, CH2), 1.54-l.69(3 H, m , 3X C H),
I.74-1.97(2 H, m , 2X C H), 2.22-2.36(3 H, m , C H, CH2), 2.7712･87(2 H, m , 2 X CH),
3.78-3.95(2 H, m , 2 ×CH).
13
c- m (c D C13):9.1l, ll.95, 24.81, 27.40, 27.51, 35･87,
52.7l
,
53.60
,
56.77
,
67.14
,
174. l. Analc alcfor(CllH21N O2):C 66.2 9, H IO･62, N 7･03･
Fo und:C.66.29, H 10.61, N 7.02. A(n e at)c m
'1
173 1.
N- E thylpipe rid h-4-ylm ethylbutyr ate(7);
1H - N M R(6, C D Cl3):0.89-0.95(6H, m ,
2×C H3), 1.10-1.37(4 H, m , 2×C H2), l.58-1.69(3 H, m , 2×C H, C H), 1･81-1･89(2 H, m ,
2xC H), 2.25(2 H, i, C H2), 2.36(2 H, q, C H2), 2.90-2.94(2 H, m , 2xCH), 3.89(2H, t,
cH2).
1 3c- N M R(C D C13):12.1 0, 13.67, 18.46, 28.92, 35.42, 36.19, 5 2.57, 52.91,68.60,
173.72. Analc alc for(C12H23N O2):C67.57, H 10.87, N 6.57. Fo und:C 67.55, H 10.86,
N6.55. A(n e at)c m
-1
1718.
39
(R)- a nd(S)淋 Ethylpiperidin-4-ylm ethyl butyr ate (8 R, SS); R is o m er;[α]
2
,
0
＋7.3
o
(C-1.1, CH Cl3), S is o mer;[α]
2
D
O
- 7.9
o
(C=1.I, CH Cl3).
1H -N M R(6 , CDC13):
0.89-I.10(6 H, m, 2×CH3)1.27-1.37(3･H, m, C H, CH2), 1.56-1.71(4 H, m , 4×C H),
I.78-I.92(2 H, m, 2xCH), 2.25I(2H, i, CIi2), 2.36(2H, q, CH2), 2･76-2･89(2H, m ,
2×CH),3.82-3.99(2 H, m , 2×CH).
13
c-NM R(C D Cl3):ll.99,13.66, 18.45, 24.86,27,42,
35.92
,
36.18
,
52.75,53.67,56.79,67.09,173.66. Analc alcfo r(C1 2H23N O2):C67.5 7, H
10.87, N 6.5 7. Fo und:C 67.56,H 10.86, N6.58. IR(ne at)c m
-i 1716.
N･ Ethylpipe ridih ヰylm ethylvale r ate(9);
l臥NM R(6,CDCl3):0.85-0.94(6H, m,
2×C H3),I.25-1.36(6H, m , 3×C H2), 1.54-1･69(3 H, m , 2×C H, C H), 1･8 ト1･89(2 H, m ,
2×CH), 2.27(2H, i, CH2), 2 36(2 H, q, C H2), 2･90-2･94(2 H, m , 2×CH), 3･89(2H, i,
c H2).
1 3c-N MR(CD C13):12.10, 13.66,22.24, 27･40,28･90,3 4･02, 35･40, 52･56, 5 2･90,
68.6l, 173.90. Analc alcfo r(C13H25N O2):C68･68, H ll･08, N6･16･ Fo und:C 68･70, H
ll.07
,
N 6.15. IR(n e at)c m
‾1
1706.
(R)- a nd(S)- N - Ethylpipe ridin-4-ylm ethylv ale r ate(lo 又, 10S); R iso m er;[α]
2
D
O
＋7.O
o
(C-1･1, C HCl3), Sis o m er;[a]
2
,
0
- 7･r(C-1･l, C H C13)･
1H -N M R(6, CD Cl3):
o.86-0.94(6‡Ⅰ, m , 2×C H3)I.28- 1.37(3 H, m ,CH,CH2),l･55-1･67(6H, m , 4×C H, C H2),
1.82-1.90(2 H, m , 2×C H), 2.25-2 3 7(4H, m , 2×C H2), 2･70-2･81(2 H,
A
m
,
2×C H),
3.82-3.95(2 H, m , 2xC H).
13c-N M R(C D C13):1l･97, 13･67, 18･88, 22･23, 27･05, 27･40,
34.00
,
35.90
,
52.74
,
53.65,56.78, 67.09, 173.8l. Analc alcfo r(C13H25N O2):C68･68, H
ll.08
,
N 6.16. Fo und:C 68.69, H ll･08, N 6･15･ IR(n e at)c m
-1
1712･
追 払 幽
4 mL の dim ethylfo r mamide に piperi din4 ylm ethyl acetate(500mg, 3･2 m m ol),
I-flu o r o-2-to silethane(1.38g,6.35m m ol)および 150 mg の K2C O3を加 え ､ 80
oC に
て 2.5 時間反応させた. 1 00mL の酢酸 エ チ ル を加 え ､ 有機層を精製水､ 27% N H 3
で順 に洗浄 し ､ 最後 に飽和塩化ナトリウム 水溶液で洗浄 した ｡ 有機層を MgS O4
で 乾燥 し､ 溶媒留去 して得られた残漆をカラム(silic agelC-200, cblo r ofbm : etbyl
a c etate - 1 :I)にて精製する こ とで ルnu o r o ethylpiperidin-4-ylm ethyla c etate(6)を得
た(472mg, 73%)0
40
N-flu o r o ethylpiperidin-4-ylm ethylbutyrate(11)も同様の方法で得た｡
N- 伽 o r o ethylpiperi din ヰylm ethyl a c etate (6);
1H-N M R(6 , C D Cl3): I.2 ト1.3 7
(2H, m , 2×CH),l.62-I.70(3 H, m , CH, CH2),2.02(3 H, s, C H3),2.0ト2.08(2 H, m , 2 ×
C H),2.61(l H, m , C H),2.71(1 H, m , CH),2.93(2 H, d,CH2),3.88-3.91(2 H, m , 2 ×CH),
4.46(l H, m , CH), 4.62(1 H, m , C H).
13c-N M R(CDC13):2 0.90, 28.73, 34.93, 53.56,
58.30
,
58.52
,
68.70
,
80.78
,
83.04
,
171. 0. Analc alcfo r(CIOH1 8F NO2):C59,09, H 893,
N 6.89. Fo und:C5 9.10, H8.94, N 6.90. a(n e at)c m
‾1
1735.
N - flt m r o ethylpipe ridin-4-ylm ethyl butyr ate(ll);
1H - N M R(a , C DC13):0.87(3 H,i,
C H3), 1.27-1.36(2 H, m , 2xCH), 1.51-I.66(5H, m , 3xCH, CH2), 1.96-2.03(2H, m ,
2×C H), 2.18-2.23(2 H, m, 2×C H), 2.56(1H, m , C H),2.66(1 H, m , C H), 2.88-2.92(2H,
m
,
2xC H), 3.84-3.87(2 H, d, C H2), 4.41(1H, m , CH), 4.56(1 H, m , CH).
13c -NM R
(C DCl3):13.53, 18.33, 28.67, 34.92, 36.03, 53.50, 58.21, 58.47, 68.33, 80.68, 82.89,
173.54. Analc alcfo r(C12H22F N O2):C 62.3 l, H 9.5 9, N 6.06. Fo und:C 62.31, H 9.60,
N 6.05. a(n e at)c m
-1
1735.
姓ど 幽 =度盛
と 地
廃 一 章の N-[14c]m ethylpiperidinylおよび N -[14c]m ethylp ymolidinyl butyr ates と 同
様 の方法で ､ 標識前駆体 (piperidin e m ethan ole ster, 10 0pm ol) を､ K2CO3を加 え
た 2 m L のアセ トン に溶か し , [
14
c]ヨ ウ化 エ チ ル(1 0 M Bq)を加え､ 水浴上 で 60
分反応させた ｡ こ れに 無水 H Clを飽和させた酢酸 エ チ ル を加 え､ 窒素ガス で乾
煉させ た｡ 得られた残漆を 2 0叫L のメ タノ ー ル に溶か し ､ シリカゲル プ レ ー ト
を用い て薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー (酢酸エ チ ル : イ ソ プ ロ パ ノ ー ル : ア ン モ ニ
ア水溶液 (15:5:1;γols.))によ り展開 し､標準物質と同じRf値 の放射能部分集め､
メ タノ ー ル とク ロ ロ ホ ル ム の 混合溶液 (1:2) で抽出した ｡ 放射化学的収率は加
えた[
14
c]ヨ ウ化メ チ ル か ら求め 70% 以上 で あり ､ また純度は99 %以 上であ っ た ｡
班
N-[
18F]Flu o r o ethylpiperidin-4-ylm ethyla c etate(6) は ､ 報告されて い る piperi din- 4-
4 1
ylm ethyla c etateおよび1-br o m o-2-[
1 8F]nu o roethan eの反応か ら得たo[
18F]F
‾
は 仙 20
ato m% H2
18o か ら18MeV(14.2MeVo ntarget) の プ ロ トン により
18
o(p, A)1 8F 反
応によりサイク ロ トロ ン より得られ ､ 照射壷にお い て【
18
o]H20 から Dow e xl- Ⅹ8
a nio n e x change r esin を用い て 分離したo [
18
F]r をレ ジン より aqu e o u spota ssium
c arbo n ate(3.3 mg/0.3 mL)を用 い てあらか じめ CH3C N(1.5 mL)/Kryptofix 2.2.2.
(25mg)の 入 っ た容器に抽出 し､ 反応セ ル 中 の反応容器に移した｡ [
18叩
‾
の入 っ
た反応容器中の H20 および C H3CN を除き ､ o-dichlor obe n z e n e(500LIL)に溶解し
た 2-br o m o ethyl tri &ate (BrCH2C H20Tf) (8 LIL) を 加 え た o 生 成 し た
l-br o m o-2-[
18F]nu o r o etha n eを13 0
oC で 2 分間 - リウム ガ ス(90-1 00mL/min)で バ
ブリ ン グし ､ 無水 D MF(3 00pL)とpiperidin -4-ylm ethylacetate(l mg)の入 っ た容器
に移 した (-20oC)｡ 反応溶液中の放射能が最大になっ たときに 130oC に加温 し ､
30分静置したo 反応溶液を高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー(H P L C)(JA SC OHP L C
syste m, c olu m n :1 0 m m ID x 250m m, Megapa ck SIL C18, Elutio n :5 m M
CH3C O O N H4(pH - 4.9)/CH3CN(9 / 1), now r ate:4 mL/ min) にて精製 し､
1 8F Jabeled 6(tR - 13min)を得た｡ フ ラク シ ョ ン を 90oC にて減圧留去し､ 残撞 を
10mL の 生理食塩水に溶解した後 Millipo r efilte r(G S, 0.22LL m)を通す ことで
18F_labeled 6 の注射液を調整 したo これ らの 手技は全て自動合成装置により行な
っ たo 全反応 工程は 92-96分で あり､ 最終的に 347-420M Bq の
18
F-labeled6 を得
たo 放射化学的純度は H P L C(c olum n :Fin epak SilC18-10,rJASC O, 4.6 m mIDx
250mm , Megapa ckSILC18, m obilepha s e:50血M C H3C OON H4佃H - 3･1)/C H3CN
(3/7))にtRが7.3分 の放射能を計測する こ とにより求め､ 常に 98%以上 で あ っ た o
1 8
F標識 した化合物11も同様に して得た o
3.2 分配係数の測定
本研究で開発 した化合物およびそれら の加水分解代謝物で あるア ル コ ー ル 体
(3 70 k Bq)を50叫 L の 0.1 M のリ ン酸緩衝液(pH 7.4)に溶か しチ ュ
ー ブに入れ ､
500pL の 1- オク タノ
ー ル を加 え ､ 激 しく振り混ぜた後､ 室温にて 1時間放置 し
た｡ そ して ､
14
c の 放射能濃度は液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウンタ ー を用 い て ､ ま
4 2
た 18F の放射能濃度はガ ン マ カウ ンタ ー を用い て測定し､ 水層と油層 の放射能
濃度比を計算した｡
3.3 ラ ッ ト脳組織ホモ ジネ - トの調製
Wistar系雄性ラ ッ ト (8 週齢) を断頭後､ 脳 を取 り出 し､ 大脳皮質, 小脳, 級
条体, 視床, 海馬 を採取 した｡ 重量 を測定 し､ 4倍量 の リ ン酸緩衝液 (o.1M, pH
7.4) を加 え､ 周囲を氷冷 しなが らテ フ ロ ン ー ガラ ス Po仕er 型ホ モ ジナイザ - を用
い て 1 700rpm , 50 往復で ホ モ ジナイズ し､ 0.2 g/mL のラ ッ ト脳組織ホ モ ジネ -
トを調製 した ｡ これ を原液とし､ 冬美験にお い て適宜リ ン酸緩衝液 (o.1M , pH
7.4) で希釈して用 い た ｡
3.4 ラ ッ ト脳内局所B C bE活性の測定
Ellm a n法に基づき B Cb E の活性を測定 した｡ 吸光度測定用セ ル に1m L の D TNI∋
(di也iobis nitr obe n zoic a cid, 0･01 M)溶液と､ 2.8 mL のリ ン酸緩衝液 (o.1 M,pH 7.4)
を入れ ､ o.2 よ q)B削乱織ホ モ ジネ - ト(大脳皮質, 小脳 , 線条体, 視床 , 海馬 , 約
10mgtis su e/ mL) を加え､ 室温 (21- 23℃) で 30分放置 した, o.o2m L のプチ
リ ル チオ コ リ ン 仲utyrylthio cholin eiodide, 0.075 M)を加え､ 適当な2時点におけ
る吸光度を波長 412n m で測定 し ､ B C b E の活性を計算 した ｡ こ の研究で は 酵素
の 1 Unit は 1･Opm olの ア セ チ ル チオ コ リ ン(A Ch E基質)またはプチリ ル チオ コ リ
ン(B C旭 基質)をpH 7.4､ 2 1℃ で 1 分間に加水分解する量を表す こ とと した｡ 吸
光度 の経時変化を反応生成物 の モ ル 吸光係数で割 っ た値 を反応セ ル 内 の組織濃
度で割る こ とにより ､ 各組織における B C h E の活性 の濃度 (unit/gtis s ue/mL) を
求めた o
'
3.5 加水分解速度の測定
精製 ヒ ト B ChE(seru m)お よび A C h E(erythro cyte s)はSigm aC he mic alCo. から購
入 した ｡ BCbEと A ChE の活性は Ellm a n法 を用 い て測定 した(65)0
43
ウ マ BCh Eを用 い た加水分解速度の 予備試験におい て ､ 5R 2 B+R と5 R 2 B-S は
他と比 べ あま りにも速 い加水分解速度を示した(約70倍)｡ また､ こ の 2化合物
とそれらの標識前駆体は､ 中性状態で は T LC 上で原点にネポ ッ トの 経時的な増
強が静められた o これ らの 理由から､ こ の 2化合物は本研究の 目的に適さない と
考え ､ 以後 の検討から除外した ｡
酵素 (BC hE または AChE) またはラ ッ トの脳ホ モ ジ ェ ネ - トをリ ン 酸緩衝液
(0･1M ,pH7･4,A ChE 測定の場合は 1% - trito nX-1 00含有)に加え ､ そ の 100FLL を
3 7℃ で 3 0分間プ レイ ン キ ュ ベ - 卜した o こ れ に 14c 標識候補化合物の蒋液(15
k Bq:20pL)を加 え反応 を開始 したo 一 定時間後､ 200pL のエ タノ ー ル を加える
こ とにより反応を止 めた ｡脳ホ モ ジ ュ ネ - トを用い た場合には反応液を3 000rpm
で 30秒間遠心分離し､ 上澄を得た o 反応液 5pL をシ リカゲル T LC プ レ ー トに
ス ポ ッ ト し､ 酢酸 エ チ ル : イ ソプ ロ パ ノ ー ル : ア ン モ ニ ア水溶液 (15:5:1;γols)
で展開した｡ 展 開後 ､ TL Cプ レ ー トを空気乾燥 し厚さ 5pm の薄膜で覆い カセ ッ
トの 中で 1時間イメ ー ジン グプ レ - トに展開面を密着させた｡ B A S 2000 syste m
(FujiPhoto Film Co.)を用い て ､ イ メ ー ジ ン ダブ レ ー トに映っ た T L Cプ レ ー ト上
の未変化体と加水分解代謝物 の Rf備に対応する放射能像を定量 した｡ それぞれ
の酵素または脳ホ モ ジ ェ ネ - トによる加 水分解速度(榔ま次式たよ っ て求めた o
k - - 1n(A2/Al)/(T2 - Tl)/C
こ こで Al と A2 は未変化体 の時間 Tl と T2 における 14c ゐ放射能を表 し､ C は
反 応溶液中 の 酵素また は ホ モ ジ ュ ネ - ト の 濃度 を表す(unit/mL ま た は g
tis s u e/mL)0
3.6 特異性の測定
精製 ヒ ト酵素による ヒ ト大脳皮質にお ける コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ特異性は次式
により推定 した ｡
特異性- kA C h E[A Ch E]orkB ChE[BCh E]/(kA Ch E[ACh E]＋kB Ch E[B ChE]).
こ こ で
､
kA Ch Eおよび k BChE は対応する ヒ ト精製酵素による加水分解速度定数
(min
-1
unit
1
m L
-1) を示 し､ 【A C hE]および[B C hE]は ヒ ト大脳皮質にお ける酵素括
4 4
性濃度 (unit
‾l
g
-1
m L
-i) を示す o また ､ 分母(kAC hE[A C hE]＋kB Ch E【BCh E])は ､ ヒ ト
大脳皮質における加水分解速度の推定値である ｡
様 々 な酵素の存在するラ ッ ト大脳皮質における各化合物 の B CbEお よび A C hE
特異性 を検討する為に､ B ChE 特異的阻害剤 で ある is o- O M PA(tetr a[m o n o
is opr opyl]p yr opho spho rtetr a mide) ま た は B W 284c5 1 (I,5-bis(4- alyldim ethyl
a m m o niumphe nyl)pe ntan -3- o ne を反応溶液中それぞれ濃度が 3.3×10
4
M および
3.3×10
J
M となるようにホ モ ジ ェ ネ - トに加 えた場合 の加水分解速度も測定し
た ｡
ラ ッ トの大脳皮質における特異性は次式により求めた｡
特異性 - ト (k with inhibito〟kwitho ut inhibitor)
非酵素的加水分解は非常に遅 い た め ､ 無視 した ｡
3.6 ラ ッ ト脳内局所放射能分布の測定
l群 3 匹の Wistar 系雄性ラ ッ ト (8 適齢) に 14c 標識化合物 (エ ス テ ル 体及び
ア ル コ ー ル 体)を1 匹あたり 185 k Bq投与後､ 1, 5, 15, 30また は 60分に断頭し､
大脳皮質, 小脳, 線条体, 視床 , 海馬 を摘出 , 秤量 した｡ 断頭後速やかに血液
約 o.1 m L を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン バイ ア ル に採取 , 秤量 し ､ 1 - 2 mL の組織溶
解剤 (proto s ol, N E N Re s e ar ch Pr odu cts) /イ ソ プ ロ パ ノ ー ル (1: 1) で溶解し､
過酸化水素水を用 い て脱色 した ｡ 各脳部位は摘出後､ 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン バ
イ ア ル に移し1 - 3 mL の組織済解剤 (solu e n e, Pa ckard c o. int.) を用 い て溶解 し
た ｡ 各 組 織 が 完全 に溶 解 し た こ と を確 認 し ､ 液 体 シ ン チ レ 一 夕 -
(H IO N IC-F L U O R,Pa ckardc o. int.)を加 え､ 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カウ ンタ ー を用
い て放射能を測定 した ｡ 1 8F標識化合物 の場合には ､ 組織 の 採取 ､ 秤量後､ ガ ン
マ カ ウ ンタ ー を用い て 放射能を計測 した｡
3.7 脳内化学形 の分析
【
14
c]M P3 B
_
R も しく は[
14
c]5 R 3 B_ R(370 kBq)をラ ッ トに尾静脈投与し､ 投与後
45
5, 15もしく は 3 0分に断頭した ｡ 頭部を速やかに液体窒素に浸 し､ 酵素反応を
停止させ ､ 脳 を採取 した｡ 6 m L の氷冷したメタノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム 溶液(1:1,
v ols.)を用い てホ モ ジ ュ ネ - トを作成 し ､ そ の 1m L を遠心分離し車o 上清の 一 部
を T LC (シリカゲル) で展開 し ､ T LC プレ ー ト上 の 放射能を原点からソ ル ベ ン
トフ ロ ン トま で 2 0に分け､ BA S-1800 で定量測定 したo ホ モ ジ ェ ネ - トか らの
放射能 の抽出率は90%以上だ っ たo
3.8 B C hE染色とオ ー トラジオ グラ フイ -
2 M Bq の[
14
c]M P3B I R,[
1 4
c]5 R3B I R も しく は【
125Ⅰ]I M Pをラ ッ トに尾静脈投与
し､ MP3 B
_
R は 15分後､ 5 R 3 B
_ネ は3 0分後(脳内に未変化体が観察されない時
間)､ そ して rM Pは 1分後にそれぞれ断頭 し､ 脳を速やかに採取 し､ ドライ アイ
ス にて凍結させた . 脳 を線条体を含む垂直断面で 20pm の 厚さに切り､ 切片を
ゼ ラチ ン で コ ー ト した ス ライ ドガラス に貼り付けた o オ ー トラ ジオグラム に用
い る切片の隣接は ､ B Ch E染色に用 い た ｡ オ ー トラ ジオグラ ム に用い る切片を
H Clガス に3 0秒間曝し､ イ メ ー ジン グプ レ ー トと B A S-1800を用い て オ ー トラ
ジオ グラム を得た ｡
B ChE 染色は Ko ele-Friede n w ald法(66)によ り行な っ たo 漁色用 の 切片を新鮮な
4℃ の 4%パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド(0.1 Mリ ン酸緩衝液､ p甲 7.4) に 15分間浸 し
固定 した ｡ 切片を o.1 M の酢酸緩衝液 (pH 5.5) で 6 回洗浄 し､ 8.O m M のプチ
リ ル チオ コ リ ン ､ 3.3 血M の B W284c5 1､ 1.O m M のグリ シ ン ､ 2.O m M の 硫酸銅
および o.o5 Mの酢酸ナトリウム の 水溶液に3 0℃で静か に撹拝 しなが ら18時間
放置 した ｡ そ の後 ､ 切片をo.1 M の酢酸緩衝液 (pH 5.5) で 30秒ず つ 6 回洗浄
し､ pH 7.8 に調整 した o.16 M の硫化ナ トリウム の 0･1 M H Cl水溶液に 1分間浸
したo 切片を0.1 M の酢酸緩衝液 (pH5.5) で 30秒ずつ 6 回洗浄 し ､ 1%硝酸銀
溶液に 1分間浸 した｡ 最後 に､ 切片をo.1 M の酢酸緩衝液 (pH 5.5) で 6
■
回洗浄
し､ 徐々 に濃度を高めた エ タ ノ ー ル 水溶液に順に浸 し ､ キ シ レ ン を用い て透撤
し ､ Entella n⑧ (Mer ck)を用 い て封入 し た ｡ B Cb E染色画像 は顕微鏡 (A X 70;
o lym pu s c o. ltd.)とデジタル カ メ ラ(F D-120 M;Flo v elc ol 1td･)を用 い て 採集 した o
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3.9 脳局所 B C bE活性と放射能の取り込み の相関
脳内に未変化体 の観察されない投与後期 の時間における脳内放射能と酵素活
性と の関係は､ コ ン パ ー トメ ン ト モ デル 式か ら以下 の ように記述される ｡ :
Uptake = Kl ･ A U C･
k3
k2 ＋k3
こ こ で Kl,k2お よび k3は 1次速度定数で ある o Kl は脳血流量(F)と血液脳関門抽
出率(E)の積であり ､ k2 とk3は コ ン パ ー トメ ン ト間の移行速度である . A U Cは未
変化体 の 血紫波度曲線下面積で あり､ 投与後期にお い て は定数である ｡ また ､ t
は時間変化 である ｡ 上式 の 両辺 の 逆数をとり ､ E-1 と仮定 し ､ k3- B CbE 活性
([BChE])× ト レ ー サ ー の 反応性(◎)と置くと ､ BChE活性と脳内放射能の関係は以
下 の ように表せる:
F
Uptake 茄石ご蒜こ盲
●
弼
e sp(k.i) F . e xp(k.i)
＋
A U C
こ こ で Vd は分布容積を表す｡ こ の 式から ､ 血流で補正 した脳局所 B C b E活性と
脳内放射能は直線相関する こ とが分かる ｡ こ の 関係を用い て ､ 第 一 章で は脳局
所 B ChE 活性と[
14
c]M P 3B _ R および【
14c]5 R 3 B_ R の相関関係を検討 した .
M P 3 B
_
R も しく は 5 R 3 B
_
R 投与後 の 14c の 脳局所 - の 取 り込 み ､[
123
Ⅰ]M Pを用
い た相対的な局所脳血流量および局所 BCh E活性を ､ ラ ッ ト同 一 固体で測定 し
た｡ [
14
c]MP3 B+R も しく は[
14c]5 R 3 B_ R(3 70 k Bq)をラ ッ ト尾静脈投与後､ そ れぞ
れ 1 5分後も しく は 30分後 (脳内に未変化体の観察されない時間) に断頭 し ､･
左右の 大脳皮質､線条体､ 海馬 ､ お よび全小脳と全視床を採取､ 秤量 したo[
123
Ⅰ]M P
は断頭 の 1 分前に投与した ｡ 採取部位 の リ ン酸緩衝液(o.1 M, pH 7.4)ホ モ ジ ェ ネ
- トを調整 し､ 一 部を Elman's as s ay による B Ch E活性測定用に用 い(65)､ 残り
の
12 3
Ⅰ の放射能をガ ン マ カウ ンタ ー を用 い て計測した ｡ 3 日後､
123
Ⅰ の放射能が
検出されなくな っ て から､ 14c の 放射能を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カウ ンタ ー を用
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い て 計測 した ｡
3.10 コ ン パ ー トメ ン トモ デル式
組織 2- コ ン パ ー トメ ン トモデル に従う放射性薬剤の脳内に おける経時的な放射
能の変化は以下 の ように書ける｡
Cb(i)= Kl ･ Ca(i)@ R(i) -eq.1
こ こ で左辺 の C b(t)は時間 t における脳内放射能で あり ､ 右辺 の .コ ン ボリ ュ
- シ
ョ ン の 左 は入力関数と呼ばれ ､ Kl は血液中から脳内 - の 未変化体の移行速度定
数､ Ca(t)は時間t にお ける動脈血中の未変化体濃度で あり､ コ ンボリ ュ
- シ ョ ン
の 右の R(t)は応答関数であり､ 入力関数がデル タ関数である場合の入力後の脳内
薬物動態を示す｡ こ こ で ､ 初期条件 (Kl ･ Ca(t)- 0,C f(0)- l,Cm(0)- 0) を与え
良(t)を解く ｡ Cfは脳内未変化体濃度で あり ､･Cm は脳内代謝物濃度で ある ｡ よ っ
て R(t)- Cf(t)＋ Cm(t)なの で ､ CB(t)と Cm(t)を解くo
コ ン パ ー トメ ン トモ デル か ら､
dCf(i)
dt
dCm(i)
dt
≡ -(k2 ＋k3)Cf(i)＋O Cm(i)
I k3Cf(i)＋O Cm(i)
こ こ で ､ Cf(t) - Ae
Lt
,
cm(t)- Be
Ltとおく と ､ eq･2,3 は以下の ように書ける o
AAe
Al
=
一作2 ＋k3)Ae
h
＋o BeAt
A Be
AL
= klAe
At
＋o Be
At
両式 の 両辺 を e
Lt
で 割 っ て整理すると､
- 作2 ＋k3 ＋1)A＋ O B= O
k3A
- A β = 0
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- eq.2
-eq.3
-eq.4
- eq.5
した が っ て ､
-(k2 ＋k3 ＋ ス)
k3
_
9
AI- o
よ っ て ､ 九 - -(k2 ＋ k3),0 であり ､ こ れ を eq.4, 5 に代入すると ､ 九 - -(k2＋k3)の と
き β -
- k3
k2 ＋k3
A ､ 九 - 0 のとき A - 0, B は任意である o これ を Cf(t) - Ae
Lt
,
cm(t)-
Be
Lt
に代入 し､ α とβを定数と して線形結合すると､
cf(i) - ae
-q2＋k 3)I
cm(i)= a 二旦L e - 3ノ∫ .β
k2 ＋k3
初期条件(Cf(0)- 1,Cm(0)- 0)から ､ α - 1,β
な の で ､
R(i)
k3 . k2
＋
k2 ＋k3 k2 ＋k3
こ れ を eq.1 に代入 して解くと ､
Cb(i)- Kl ･
t - ∞ の とき ､
第1項 - Kl ･ A UC ･
k2 ＋k3
k3
k2 ＋k3
k3
k2 ＋k3
I.
t
ca(o)dO･Kl ･
第1項
k3
k2 ＋ k3
e
-(k 2＋k 3)t
k2
k2 ＋k3
で あり ､ R(t)- Cf(t)＋ Cm(t)
to
t
e
仰 3''t
-e'
･ ca(o)dO
第 2項
k2第 2項 - Kl ･丁
-
二㌃
･ e
-'k 2＋k 3'LI.
1
e
'k2＋k 3'e
･ca(o)dO
第 2項 の積分 の部分をl.
'
e`
k2'k 3'C
･ ca(o)d O＋£e'k 2＋k 3'0 ･ ca(o)d Oと置き ､ t < T
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の とき Ca(0)≠0,T <t のとき Ca(0)- 0 とする と､ これ はJ.
T
e
'k2＋k”e
･ ca(o)dO と
なる ｡
e
'k 2'k”e
･ ca(o)の最大値を M と置くと ､I.
'
e
'k2'k”e
･ ca(o)dO<[.
T
M(0)d O- M T
k2なの で ､ 第2項 ` K, ･石丁有
｡ e
‾(k2＋kn
･ M Tとなるo
したが っ て ､ 1im 第2項 <
J ヰ∝)
よ っ て t - ∞ の とき ､
k21im Kl ･古布
･ e
‾(k2＋k 3V
･ M TI 0
I-すcO
Cb(co)= Kl ｡ A U C｡
k3
k2 ＋k3
ラ ッ トを用 い た本研究の ように､ k4が無視で きない場合には､
Cb(め) = Kl ･ A U C･
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となる ｡
k3 _ k4
＋ e
k2 ＋k3
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Chapte r1.
Synthe sis ofpIPeridinyl a nd p yrrolidinyl butyr ate sfo rin vivo
●
m ea su re m e ntofc e rebr al butyrylcbolin e ste ra s e a ctivity
m T R O D UCTIO N
Ac etylcholin e ste r as e(A ChE) and butyrylcholin e ster a s e(B ChE) both hydr olyz e
a c etylcholin e, while B ChE als o hydr olyz e sbe n z oylcholin e and butyrylcholin e(1).
Ho w e v e rthe physiologic al r ole of B C b Eba島 n ot be e n e stablished. 也 AIzheim e r
'
s
dis e a s e(A D), c e ntr al B C b Ea ctivityin c r e a s e s wi也dis e as epr ogr e s sio n, while A CねE
a ctivitydec r e a s e s asdete rmin edby po stm o rte m studie s(2-4). Although hum anA ChE
a ctivityinthebr ain ha sbe e n n ap ped in vivoby po sitro nemis sio nto m ogr aphy(P E T)
u sing
llc-labeleda c etylcholin e an alogs(M P 4 A,PMP) andthes e c o mpo undsha v ebee n
u s ed fo rdiagn o sis ofA D(6, 7), similar studie s ofB ChE a ctivity ha v e n ot yetbe e n
perfo rm ed.
The aim ofthis studyisto de v elop atr a c e rthat c an m e as u r eB ChE a ctivityofthe
br ain in viv oby P E T. Se v e n c o mpo unds, eitherpiperi dinyl o rp ymolidinyl butyr ates,
w ere de sign ed a s r adiotr a c er s withaprin ciple of irr e v e rsible m etabolic tr appingtype
likeP M PorM P4 A
,
in othe r w o rdstheysho uldha v ehigh spe cifictyfo rB ChE andthe
pr oper lipophilicityto c r o s sthe blo od-br ain bamie r(B B B), and their hydr ophilic
m etabolite s sho uldbetr appedin the br ain at the site ofthe hydr olytic e n zyme･ The
synthesiz ede sters ar egiv e nbelo w(Table 1.).
14c-labeled c o mpo unds w e r e as s ayedto
dete rmin ethe partitio n c o ef icie nt with i- o cta n ol/pho sphate buffer, their hydr olysis
r ate sby B Ch Eandtheir spe cificityfo rB Ch Eu sing pu r eA C h Ea nd B Ch Epr epared
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舟o mhu m an erythr o cyte andser um .
a X P E RI M ENTAL
Synthe sis
【
14
c]Methyliodide(2.04GBq/m m ol)w as obtain ed 丘o mA m e rsham hter n atio n al Ltd.
Alsta rtingm aterialsfo r chemic alsynthe sis w er epu r chas ed&o m AldrichChe mic alCo.
Other che mic als w e re ofthe highe stgr ade a v ailble c o m m er cially. Au血e ntic samples
w er e a s sign ed by pr oto n and
13
c m lCe ar m agn etic r es o n an c e(
lH- and 13c- NMR)
spe ctr a m e as u r ed withaJN M FX-loo(loo M Hz)spe ctr o m et r and als oby ele m e ntal
a n alysis.
幽 乙貞盛 班 唆(5R 3B_ R)
(R)-N -tert- Buto xyc arbo nyl-3-hydroxyp ymolidin e(110g, 5.3 m m ol)w a sdiss olv edin
10mL m ethyle n e chloride andpyridin e(790mg, 10m m ol)w a s added･ To this s olutio n,
Table1. Stn lCtu r e Of De sign ed Co mpotl nds
O Bu
O
p
o Bu
C H3
O
o Bu
CH3
(かBu
M P4 B
M l)3 B 氏
and
M f13 B S
5 R 3 B 氏
a11d
5 R 3 B S
5 R2 B 良
a rld
5 R 2 B S
N･ m ethylpiperi din
-4-yl butyr ate
(R)-N - m ethylpiperi din -3-yl btltyrate
(S)-N - m ethylpiperi din -3-yl butyrate
(R)-N - m ethylpyrrolidin -3-yl butyr ate
(S)-N - m ethylp ymolidin -3-yl blltyrate
(R)- N - m ethylp ymolidin e-2- m ethyl butyrate
(S)-N - m ethylp ymolidine-2- m ethylbutyrate
*;a s ym etric c arbo n ato m Bu;butyrylgro up
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butyrylchloride(850 mg, 8･O m m ol)w as added andthe r e a ctio n mix山r e w aspla c ed at
r o o mte mper atu r efわr14hr. A洗er add ing100mL ethyla c etate,the orga niclaye r of the
mixtu r e w as w a shed in orde r with w ate r
,
5 % - HCl
,
w ate r
,
s atu r ated NaH CO3 a nd fin ally
w ate r･ The o rganic s olutio n w a sthe ndriedo v er a nhydr o us MgS O4. T he r esidu ethat w as
obtain ed bye v apo r atingthe s olve nt w aspmified by c olu m n chr o m atogr aphy(silic agel
C-200,hexane: ethyla c etate - 4:1),yielding(R)-N-tert-buto xyc arbo nylpyrr olidin-3-yl
butyr ate as oil(l･31i, 83%)(nrststepinFig. 1).
(R)rNJe rt- Buto xyc arbo nylp ymolidin-3-yl butyr ate (5 00mg, l.95 m m ol) w as
dis s olv ed in 5 m L ethyla c etate and 4 M-HCl/ethyla c etate w a s added u nde ric e-c old
c o ndito n. A鮎rthe s olutio n w a s allo w edto stand fo r1hr atr o o mte mpe r atur e, ethyl
a c etate w a s?v apo r ated u nder v a c u um at le s sthan ro o m te mper atu r e, yielding
(R)-N-tert-buto xyc arbo nylp ymolidin-3-yl butyr ate hydr o chloride as oil(380 mg). This
c o mpo t md w asdis s olv edin 5 m L chlo r oform and 5 mL s atur ated N H3-Chlo r ofo r m
s olutio n w as added unde ric e- coldc o ndito n. A fterthe mixtu r e w a s r e a ctd fo r5 min at
r o o mte mper atu r e, the s olutio n w asfi1ter edto r e m o v eth in s oluble s olidandthe s olv e nt
w asthe n e v apo rated unde rdiminishedpr e s s u r e, yielding(R)-p ymolidin-3-yl butyr ate
(se condstepinFig. 1).
(R)-Pymolid in-3-yl butyr ate(30 mg,1.91 mm ol)w asdis s olv edin5 mL aceto n e and
20 mg K2C O3 and0.24ml m ethyliodide w er e added. The solution w a salo w edto
ぴ｢
Boc
butyrylchloride
pyridin e
4 N-fICl/
ethylaceta e
N
H
K2C O3, m ethyliodide
O r
R= C =3 0 r
1 4c =3
Figu r el･ Ge n e r alsynthesis ofpiperidinyleste r s･ Pyr r olidinyle ste rs w e r e als o
synthe siz edthe s a m e m a n n e r a sdepicted･
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sta nd fo r6 hr atro om te mper atur e･ The r e sidu e,that w a s obtain ed byfilteringto r e m o v e
thein s oluble s olid ande v apor atedu nderdiminishedpr ess u r eto r e mov ethe solv ent, w a s
the npu rified byc olu m n chr o m atogr aphy(silic agelC-20, EtOH : ethyla cetate I I :
10)toyield(R)-N- m ethylp ymolidinj -ylbutyr ate(140mg, 43%)(fin alstepinFig･ 1)I
5R 3B
M
R ;[α]
2
,
0
＋1.5
o
(C=2, MeOH).
1H- NM R(a , CDCl3): 0･89(3 H, i, CIⅠ3),
1.57(2H, m, CH2), I.78(lH, m , C H), 2.26(4H, m, 2 XCH2), 231(3H, s, N- CH3),
2.63(2 H, m, CH2), 2.7 7(1H, m , CH), 5.13(1H, m , C H).
13c-N M R(CD Cl3): 13･51(q),
18.28(i), 32.45(i), 36.14(i), 41･83(q), 54･74(t), 6l･98(i), 74･15(d), 173･4 4(s)･ Analc alc
for(C9H17NO2): C63.12, H 10. 0, N 8･18. Fo und: C 62･99, H 10･26, N 7195･ A(n e at)
c m
-1
1734.
幽 (5R 3 B_S)
(R)-N-tert- Buto xyc arbo nyl-3-hydr o xyp ymolidin e(500mg, 2･7 m m ol)w a sdis s olv ed
in 10 mL T H F, andbe n z oic a cid(685mg, 5.6 m m ol),triphenylpho sphin e(l･47mg,5･6
m mol) and a z odic arbo xylate(975mg, 5･6 m m ol) w ere added and stirr ed fo r1 hr at
r o o mtempe r atur e･ Afte r adding100mL ethyla c etate, the r e a ctio nmixtu r e w a s w a shed
in orde r withw ate r, s atu r ated NaH C O3 and w ate r･ The organiclayer w a sthe ndriedov er
a nhydro u sMgSO4 andthe re sidu ethat w a s obtainedby e v apor atlngthe s o
lvent w as
purifled byc olu m n chr o m atography(silica gelC-20,he x an e : ethyla c etate
= 4:1)to
yield(R)-N-tert-buto xyc arbo nylp ymolidin -31yl be n z o ate a s a c rystalline white
■
s olid
(640 mg,82%)(firststepinFig･ 2)･ Thebe n z o ate(50 mg, l･7 m m ol)w a sdissolv edin
5 m L MeO Hand 2m L 2 M-NaOH w as added andr eactedforI hr atr o o mte mpe r atu r e･
The n100mL etbyla c etate w a s addedto 也e r e a ctio n mi玉 山 e a nd w a shed w 地
w ater･
The o rganiclaye r w asdried o v e r a nhydr o u sMgSO4 andthe re sidu ethat w a s ob
tain ed
by e v apo r atingthe s olve nt w aspurifiedby c olu m n chr o m atogr
aphy(silic agel C-2 00,
6 2
､
p 抱
?ben zoic acidO
o
｢
diethylaz odifo rm ate
2 N-NaO H
MeO H
､
PH
?
由o c 高
-
;eLy7らi
-
o
-
s
I
右京忘i 白o c Bo c
Figtl re2. Prepar ation of(S)-N-tert-buto xyca rbonyl-3- hydr oxypyr rolidin e
with M itstl nObu reaction
he x an e : ethylac etate - 1:I),yielding(S)-N -tert-buto xyc arbo nyl-3-hydr o xyp ymolidin e
as oil(2 90mg, 90 %, [a]
2
,
0
＋22.9
o
(C-1, C HCl3) ) (s e c o nd step in Fig･ 2)･
(s)-N- m ethylp ymolidin-3-ylbutyr ate(5 R 3 B_S)w a s synthesiz ed, a s w asthe c a s e with
5 R3B
_
R(Fig･ 1).
盛と 地 (5R 2 B_ R a nd 5R 2 B})
(R)'- N- Methylp ymolidin-2- m ethyl butyr ate (5 R 2 B_ R) and
(s)-N - m ethylp ymolidin -2- m edlyl butyrate(5 R2B _S)w er e synthe siz ed the s am e m ar m er
as described abo v e (Fig. 1) 丘o m the c orr e spo nding (R)- o r
(S)- N-tert-buto xyc arbo nyl-3-hydr o xypymolidin e･
5R 2 B
_
S;[α]
2
,
0
- 32.4
o
(C -1.1, CHC13).
1
H - m (6 , C D Cl3): 0･89(3 H, i, CH3),
1.25-1.80(5H, m , CH, 2× C H2), 1.80-1.95(1 H, m , C H), 2･20-2･4 0(4 H, m , 2× C H2),
2.3 7(3 H, s, N - CH3),3.00(1 H, m , C H), 4.04(2 H, m , C H2).
13
c-N M R(C D C13):13･56(q),
18.32(i), 2 2.70(i), 28.24(i), 36.07(i), 4 1.36(q), 57･56(4), 63･74(i), 66･3 4(i), 173･60(s)･
An alc al°f♭r(CIOH1 9N O2): C63.12, H 10. 0, N 8.18. Fo u nd:C 62･99, Ⅲ 10･26, N 7･95･
IR(neat)c m
-1 1734.
地 (M P 3 B_ R a nd M P 3 B_ S)
The r a c emic N-te rt-buto xyc arbo nyl-3-hydr o xypiperidin e(4･Og, 20rr - ol)was stirred
in 10 0m Lpe nta n efor4days atr o o mte mpe r attrre with15m L vinyla c etate andlipa s e
PS(pse udo m o n a s sp.; Am an opha m ac e utic alCo., Ltd･ Japa n)･ The r e sidu e, that w as
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obtain edby flteringto r e m o v ethein s oluble s olidand e v apo r ated underdiminished
pr es s u reto r e m o v ethe s olv e nt, w aSthe npuri fled byc oltL m n Chr o m atogr aphy(silicagel
C-200
,
he x an e : ethyla c etate - 1 :3)toyield(R)-N-te rt-buto xyc arbo nylpiperidin-3-yl
a c etate(1.05g,22%)as oil.
A d itio n aly, abo ut3g ofn o n-r e acted hydr o xylc o mpo undw astre ated twic e m o r eby
the s a m e m a n n er asde s cribedabo ve andpuri fled by c olu m n chr o m atogr aphyto yield
n o n-r e a cted(S)-N-tert-buto xyc arbo nyl-3 Jlydr o xypiperidin e a s a c rystallin e white s olid
(o.9g, 23%,[α]
2
D
O
＋9.9
o
(C=1, C H C13))(Fig. 3).
(R)一 触 e rt-Buto xyc arbonylpiperi din -3-yla c etate(0･5g, 2･1 m m ol)wasdiss olv edin 5
mL EtOH and2.5 mL 2 M-NaOH w as added andr e a cted fo r2hr atroo mte mpe r atu r e.
The n5 0mL ethyl ac etate w as added and w ashed withwater･ The o rga nic layer w as
dried o v e r a nhydr o u sMgSO4 a nd the r e sidu ethat was obtain ed by e v apo r atl ng the
solv e nt w aspurifled by c olu m n chr o m atogr aphy(silic agel C-200, he x an e : ethyl
a c etate = I :l), and yielding(R)-NJe rt-buto xycarbo nyl1 3-hydr o xypiperidine a s a
crystallin ewhite s olid(390mg,95 %,[α】
2
,
0
-9･6
o
(C-1, C H Cl3))(Fig･ 3)･
(R)- a nd (S)-N- m ethylpiperidin-3-yl butyr ate (M P 3 B_ R and M P 3 B_S) w er e
synthe siz ed bythe sam e m a n n er a sde s cribedabo v e(Fig･ 1)&o mthe c o rr e spo nding(R)
-
〔r 2N-NaO HEtO H V
o ”
V
Bo c
O H
vhyla c etate
hpa seP S
Bo c Bo c
Q
､
t”o"
Bo c
Figu re3･ Pr epa r atio n of”)- a nd(S)- N-te rt-buto xyc a rbo nyl-3-hydr o xypipe ridin e
bye nzym atic r e a ctio n
6 4
o r(S)-N -te rt-buto xyc arbo nyl-3-hydr oxypipe ridin e･
M P 3 B
_
R;[a]
2
,
0
＋15.5
o
(C-2, CHCl3).
1H -N M R(6 , CDCl,): 0.88(3 H, i, CH,),
1.3 9(1 H, m , CH), 1.55(3H, m , CH2, CH), 1.65(2H, m ,C H2),2.10-2･30(4 H, m , 2×CH2),
2.19(3 H, s, N - CH3), 2.38(1 H, m , CH), 2.57(l H, m , CH), 4.82(l H, m, C H).
13
c- NMR(CDCl3): 13.49(q), 18.3 8(i), 22.32(i), 28.59(i), 36.24(i), 46.1 9(q), 5 5.16(i),
58.98(t), 68.88(d), 173.02(s). An al c al° fわr(C10H19N O2): C 64.83, H 10.34, N 7.56.
Fo und:C 64.68
,
H 10.54
,
N 7.33.
生 地 (M P 4 B)
N- M ethylpiperidin-4-yl butyr ate (M P 4 B) w as synthe siz ed 鉦o m N -tert-
buto xyc arbo nyl-4-hydr o xypiperidin e, as w asthe G a s?withother c o mpo unds(Fig･ I)I
1E - NMR(6,CD Cl3):0.90(3H, i, CH3),1.60-I.70(4H, m , 2 × C H2), 1.87(2 H, m , C H2),
2
･17-2･34(7H, m , N - C H3, 2 X
,
C H2), 2･64(2 H, m , C H2), 4･76(1H, m , CH)･
13
c -N M R(C D Cl3)‥ 13.56(q), 18.46(i),.30 34(i), 3 6.44(i), 45.5 9(q), 52.3 8(i), 68.85(4),
173.03(s). Anal c alcfo r(CIOH19NO2): C 64.83, H 10.34, N 7.56. Fo und: C 65.0 2, H
10.22
,
N 7.78.
NiE 幽 垣
A mixtur e ofpr e c u rs or e ste r(de m ethylpiperi dinylo rp ymolidinyleste r, 100LL m Ol)
and[
1 4
c]m ethyliodide(10 M Bq) was he atedin 2 m L a ceton e at50
o
C witha w ater
bathfor20m in. An ethyla c etate solution c ontaininga nhydr o u sHCl(in e x c e ss ofester)
w as addedtothe r e a ction s olutio n andthe mixtur e w a sdried unde rN2. The r e sidu e w a s
dis s olvedin 200pL MeO Ha nd w a s s ubjectedto th in laye r chr o m atogr aphy with a
silic a-gelplate and a mixtu r e ofethyla c etate :is o-pr op an ol: a m m o nia(15:5:1;v ols)as
ade v elopi ngS OIv e nt. The r adio a ctiv e zon e withRf-valu ec or re spondingto the a uthe ntic
c o mpo und w as collected and e xtr a cted witha I:2 mixtur e ofMeOH a nd chlo r ofo rm.
Radio che mic alyieldsba s ed o n[
14c]m ethyl iodide w ere m o r ethan 80 % andpurifie s
we r e m or e血弧 99 %(Fin alstepinFig. 1).
Pa rtitio nCo efrlCie nt
T he requir ed
14
clabelede ster s w er e addedto aI:1 mixtu r e ofトo ctan ol and10m M
pho sphatebuffer(pH7.4), shake n vigor o u sly and alo w edequilibr atingfo r1 hr atr o o m
te mpe r atu r e･ The
14
c c o n c e ntr atio n sin the organic a nd aqu e o u spha s e s w e r e m e a s ur ed
withaliquids cintillatio n c o unte r, and eachpartitio nco efrlCient w a sc alc ulated a sthe
r atio of the c o n c e ntr atio ninthe o rganicpha s etothatin the aqu e o usphase.
Hydr olysisRate a ndSpe cirlCity
En zyme s w er e obtain ed &o mSigm aC he mic alCol En z.
yme s a ctivities w e re m e as u r ed
with Ellm a n
'
s m ethod(12). h o u r study, 1 Unit ofe n zyme hydr olyz e sIlo pm ol of
a c etylthio cholin eiodide(AChE s ubstr ate)orbutyryltio cholin eiodide(pCh Esubstr ate)
per min atpH 7.4 at21℃ .
M P4 B
,
5 R 3 BR, 5R 2 B Rand5 R 2 BS w er epr e a ss ayed-withpuri fied ho rs eB ChE,
andbe c a u s e oft o high hydr olysis r ate of 5 R 2 B_ R and5 R 2 B_ S(70-foldhigherthan
o也e rtw otra c er s), 血 es e c o mpo Ⅷ.ds w er e n ot as s ayed a sdescdbedbelo w･
Thepurified hu m anB Ch Ew a s addedtoI %
-trito nX -100pho sphatebuffe r(0･
l
l M
,
pH 7.4), the nthe s olution(100pL) w a spla c edintube s a ndprein c ubated at3 7℃ fo r
30min. Ea ch
14
clabelede ste r s olutio n(15 k Bqin20pLbt1ffe r)w as addedto e a chtube
toinitiate the r e a ctio n･ Atde sign atedinte rv al, 200pL EtO Hw as addedto e a chtubeto
stopthe r e a ctio n･ 5 pL ofthe solutio n w asthe n appliedto a silic a
-gel T L Cplate and
dev eloped w 地 a mix山re ofe也yla c etate :is o
-pr opa n ol: a m m o nia(15:5:1;γols)･ The
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air-d ried T L Cplate w a s c o v er ed with a 5 pm thick foilandpla c ed in a c as s ette in
c o nta ct withtheim aglng Pho sphorplatefo r1hr. The r adio a ctivitie s c o rr e spo ndingto
the Rfv alu e ofthe un cha ngede ste rs and m etabolite s we r equa ntitated u sl ng the B AS
2000 syste m. The e n zymatic hydr olysis r ate(KBCh E)ofe a chtr a c er w a s c alc ulated a s:
KB ｡h Eニ ー Ln(A2/A.)/(T2 - Tl)/C, wher eAla nd A2 repr e s e nt the
14cr adio a ctivityof
the un changed e ste r r e m aln lng at tim e sTl a nd T2, r e spe ctiv ely; and Cr epr e s e nts the
e n zyme c o n c e ntr atio n(Unit/mLJin the r e a ctio ns olutio n･ Thehydr olysis r atesbyAChE
(KA C hE) w er e m e a s u r edby the s am e m an n er. Spe cificitiesbetw e en the e n zymes w a s
c alc ulated a sfollo w s:S- KB C h E/KA Ch E, Whe r eKB C h Eand KA C h Ea r ethe first-orde rrate
c o n stants(min
-1)atl Unit/mL e n zyme c o n c e ntr atio nfo rhydr olysisby purified hu m an
BC h'E o rA Ch E. N o n-e n zymatichydr olysis r ate s offiv e e ste rs w e r e n egligiblyslo w.
R EStJI XS A NDISCtJSS‡ON
Design a ndChemistry
The c o mpo unds w e r ede sign ed withpiperi d inyla ndp ymolidinylstru ctu r e s c o ntaiing a
te rtiary- amin e stru ctu r e and a btltyryl e ster with differ e nt classes (prim ary and
s e c o ndary) and po sitio n s, to ha v e s uWICie ntlipophilicity fo rhigh brain e xtra ctio n,
spe cifl Cityfo rBChE andhydr olysis r ate variatio n s(1). The r e a ctio n steps w e redepicted
I
inFig.I1-3, including prepar atio n s ofoptic alis o m e rs with e n zymatic(8,9)andche mic al
(10, ll)m ethodsbefo r e r adiolabeling, and e ach a uthe ntic s ample c o uldbe synthe siz ed
by direct butyrylatio n ofthe N - m ethyl alcohols. Ho w e v e r, prim a ry alc ohol e ster s
(5 R2 B_ R, 5 R 2 B_ S a nd theirde m ethylpr e c w s o rs)w e r e un stablebe c a u s emigr ation of
thebutyrylgr o uptothe N ato m o c c u rr ed intheir unpr oto n atedfわrm(5). Fu rthe rm o r e,
sinc etheyhadtoo r apid ahydr olysis r ate atpre- assay whe n u si ngho rs eBChE, thetw o
6 7
tr a c er s w er e n ot a ss ayedasde s cribed belo w･ T he e sters w er e r adiolbeledrapidlyby a
on e-step r e a ctio nwith[
14
c]m ethyliodidein a c eto n e and with highyields andpu ritie s.
Thu s,itap pe arsthatthe s etr acers ar e W ells uitedforlabelingwith
llc fo rP E Tstudie s･
The partitio nc o efficie nt ofe a chsynthe siz ed ester(Table2)w a shighe rthanthat of
M P4A(LogP; -0.3). From o u r s u c c e ssfule xpe rie n c e withM P4 A inhu m anP E Tstudy,
itis e xpe ctedthate a chtrac erwillbe abletopas sthr o ughB B Be a sily･ M P 4 0 Hiskn o w n
tobe r etain edinthebr ain. M P30H a nd 5 R 3 0 HhadsimilarLpartitio n c o efficie nts, s othe
m etabolite s will ber etain ed inthebr ain.
En zym atic Pr ope rtie s
The hydr olysis r ate s and spe ciflCity m e a s ur e s(r atio of KB C hE/KA C hE)ar e sho w nin
■
Table 2. Ea ch ester e xhibited high spe cifictyfo rB ChE･ The distin ctpo sitio n ofthe
este r andits fundam e ntalstru ctur e(piperidinylo rp ymolidinyl)re s ultedin a wide r ange
ofe n zymatic r e a ctivity(n e arly 20-fold)･ Forexample, optic alis o m ersM P 3 B_ R and
M P3 B
_
S, plperi dinyle ster s, sho w ed a gr eater diffe re n c ein hydr olysis r ates th an the
Table2.Pa rtitio nCo effic e nts(P)a nd Hydr olysis Rate s(K)
LogP
* KB C h E
* * KA Ch E
** (KB Ch E/弘 ch E)
M P4B 1.6
M P3 B R 5.9
M P3 B S 6.2
5 R3B 良 1.3
5 R3 B S 1.1
0.3 3 0. 009 378
2.9 7 0.0059 501
0.17 0.0006 280
0.8 4 0. 0 20 424
0.65 0.0 004 1750
- - - I ■ ー 一 ● -
-
■
- - - - - I- - - - - - - - - - - - - - - - I-
- - - - -
I
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 一 - - - - - - - - I
-
-
-
- -
- - - - - I - - - - - - - - I - - 一 ＋ - 一 1 b I 一 - I - rd t
M P 4 0 H -2.2
M P3 0 H -1.8
5 R3 0 H -2.3
M P4 0 H, M P3 0H and 5 R 3 0 Har ethehydrolyzed m etabolites of M P 4B(or M P4 A), M P 3 B
and 5 R 3 B,r e spe ctiv ely.
･partitio nco effic ents(P)in amixture of 1-o ctan ol/phosphatebuffer(0･1 M,pH 714)･
* *KB ChEand KA ChEar ethefirst
-o rder rate c o n stantforhydrolysisbycorr espo nding en zymes
(Hu m anB C b EorA Ch E)･
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Table3. Estim ated ln Vivo‡‡ydr olysisRatesin Hu m an Co rte x
M P4 A M P4B M P3 BR M P3 B S 5 R3 B R 5 R3 B S
H
E/
&
m
?iyg
l;:RL;
te
o･15 0･033 0･30 0･ 17 0･084 0･065
The v alu es w er e calculted as:KBChE[B Ch E]＋KA ChE[ACh E], where[B Ch E]and[A C hE]
isthe activities(Uniug)in cerebralc orte x ofcorrespo ndingen zymes･
py汀Olidinyle ste rs, 5 R3B 良a nd5 R 3 BS･ T his r e s ultc o uldbe e xplain ed by 也eir ster e o
stru ctu r e s･ T he p ymolidinyl este rs a re flatter, s o the is o m er s m ay ha v eles s
thr e e-dim e n sio n al differ e n c e.
Thein viv ohydr olysis r ate s of butyryleste rs w e r e e stim ated by u sing B ChE(abo ut
0.1 Unit/tiss u eg) and A C h E(0,6 Unit/tis s u eg), ign oring other effTe cts s u ch a s
hy血olyzingby o血e r e n zym e s, 也e v alu e s sho w eda m oder ate r a nge ofhydr olysis r ate s
(Table3). The v alu es w er e c o mpar able with tha of M P4Athat w as su c c es sfully applied
to hum anP E Tstudie s. Tr a c ers withto ohigh hydr olysis r ate sin vivo willn ot a c c u r ately
r efle ct B ChE activity. Fu rther m o r e, BC hE a ctivityis･in c r e a s edin A D in c o ntr ast to
r edu c edA ChE a ctivity. The hydr olysis r ate s withr e altis s u edata willdiuerles tha n
e xpe cted. Actu ally in o u r study of MP4 A, the c alc ulated hydr olysis r ate (0･15
/min/g/h L), u sing the r e a ctivity withpurined hu m anA C h E(O125/minNnit/mL) and
the A ChE a ctivityin h um an c o rte x(0.61 Unit/g), w as n e arthe e xperim e ntal m e a s u r ed
v?lu e(0･16 / min/g/m L)I
We c o n clude that the r e s ultsindic ate the fe a sibilty of m eas un ng c e ntr al BCh E
a ctivityin vivobyP E Tu sl ng O n e Or m o r e Of the s etr a c er s･
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Chapte r2.
Sectio n1.
Synthe sis a nd e v aluatio n of N-[
18F]nuoro ethylpiperidin -
4-ylm ethyl a c etate as a radiotr a c erfo r qu a ntifying brain
ac etylcholin e stera se activitybyP E T
INT R O D tJCTI ON
By bio che mic al studie s ofpo stm o rte m br ain tiss u esfro m patie nts wi th AIzheim e r
dis e a s ethe a ctivity ofa c etylcholin este r as e(ACh E)w asfo u ndtobelo w e rthan that of
age- m atched co ntrols(1)･ Fo rqu antitativ e m e as u r e m e nt ofbrain AChE a ctivity u sing
po sitron emis sio n to m ogr aphy (P E T), lipophilic a c etylcholin e an alogs,
N-[
11c]m ethylpiperidin 4yl a c etate ([
ll
c]M P 4 A: I).and pr opio n ate([
11c]M P4 P: 2)
w er ede veloped(2)and appliedtoP E Tstudie s of de n;ntiadis o rde rs s u cha sAIzheim e r
dis eas e(3,4),Park ins o ndis e as e with de m e ntia(5), anddi 乱sed Leめ -bodies(6,7).
1 8
F-labeled deriv ativ es of M P 4 Aand M P4P w o uld･ha v e adv antage s s u ch as
po s sibilityof lo ng-distan c etr an spo rtatio n, m o r e a c c u r ate m e a s u r em e nt and higher
r es olutio nthan 1 and2
,
du eto thelongerhalf-life(
18F
,
110min;
ll
c
,
2 0min) and
shorterpo sitr o n range(
18
F
,
650 keV;
ll
c
,
960 keV)of1 8F c ompar edto
ll
c･ Tho ugh
change ofthe N-[
11
c]m ethylgr o up in 1 o r2 by the[
18
F]flu o r o m ethylgro up w o uld
pr odu c e minim u mbio che mic alchange,itis n ot applic ableto thepIPeridine n ngdu eto
in stabilityofthe flu o ro m ethylgr o up atta ched to the s e c o ndary amin e(8)･ Re c e ntly,
u sing[
18F]nuor o ethylbr o mide as an 1 8F-labelingr e agent,[
1 8
F]-labeledderiv ativ esof 1
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R. - NJR,
Seconda Estc rs
Co m d R l R 2 R 3
1(M P 4 A) M e
2(M P 4P) M e
3(F EtP4 A) C H2CI12F
4 Et
班
討
a
H
O C O C H3
0 C O C H2C H3
0 C O C H3
0 C O C H3
P一im a Est ers
5
応R
6 S
7
S R
8 S
9
and 2 s u ch a s
Et ”
Et (R)CH20 C OC H3
Et (S)CIちO C O C H3
Et 班
Et (R)C H20 C O C H2C 円3
Et (S)C H20 C O C H2Clち
C H2C rI2F H
C H20 C O C H3
”
ll
C H20 C OCH2C H3
”
班
C H20 C O C H3
N-[
18F]nu o r o ethylpiperidinヰyl a c etate (【
】8
F]FEtP 4A: 3) (9),
N-[18F]nu o r o ethylpiperidin -3-ylac etate a nd N-[
1 8
F]flu o r o ethylpiperidin-4-ylpr opio n ate
(10), んer e synthe siz ed. Unfo rtun ately, allof thes e[
18
F]-labeled derivativ e s showed a
m u chlo w e r spe cifi city or r e a ctivityforA ChEthantho s e ofl and2(10,I1).
Ithasbe e n r epo rted thatpn m ary alcohol e ste rs ar e m o r e r apidly hydr olyzed by
cholin e ster as e sthan s e c o ndary alc oholester s(12). M odiBc atio n ofthe
'
ester gr o up o n
N -[
1 8
F]flu o r o ethylpiperidin e s&o m the se c o ndary to the prim ary e sterfo r m might
pr odu c e an[
18
F]-labeled a c ety1cholin e- an alogtr a c er withappr opriate A C h Er e activity.
In this study, w e synthe sized a s erie s ofprim a ry e ste rs(a c etate and pr opio n ate) of
N-[
14
c]ethylpiperi din e m ethanols and e v alu ated their r e a ctivity andspe cificityforA Ch E
in vitro
,
in o rdertoide ntifythe m o sts uitable stru ctur efor[
18F]-labeling.
R A TI O NAL E O F T E E A C E T Y L C H O LIN E A N A L OG M E T H O D
h P E T
,
r egio n al c e r ebr al A C h Ea ctivityis qu antifl edindir e ctly a sthe v alu e ofa
c o mpa rtm e ntal m odel par a m ete r(k3; A C h E inde x), which r epr e s e nts the tr a c e r
'
s
m etabolic r atein thebr ain andis e stim atedby m athe m atic al an alysis of P E T data. T he
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ide altr a c e r m u sts atisfythefollo w l ng c o nditio n s:First, the u n changedtr a c er m u stbe
lipophilic e n o ughto cr o sstheblo od br ain bamie r. Se c o nd, thetr a c e r m u stha v ehigh
spe cificityfo rA C hE. Third, the hydr olysis r ate ofthe tr a c erin the br ain regl O n Of
inter e st m u st be mode r ate. Fin ally, the tr a cer m ustbe tr an sfo rm ed into hydr ophilic
m etabolitefo rthe r adio a ctivitytobe r etain ed inthebr ain(m etabolictr apping). A m o ng
the c o nditio n s
,
optimiz atio n oftr a c er
'
s m etabolic r ateis m o stimpo rtant sin c eit affTe cts
the reliabiltyofk3e stim atio n(13).
S Y N T HESIS
The e sters e v alu ated in this study w e repr epar ed &o m corr esponding N- Bo c
pIPeridin olo rpIPeridin em ethan ols a s starti ng m aterials. The optic als epar atio n of the R
andSis o m e rs ofN- Bo c-3-piperi din e m etha n ol w a sperfo rm ed bytheliter att m m ethod
with lip ?s ePS(14). The opticnalpmity w as90% fTo rR is o m e r and m o r etha n99 %fo rS
is o m er. N-[
14
c]ethyl and N-[
1 8
F]flu o r o ethyl labeling w a spe rfo rm ed with[
14c]ethyl
iodide (55 Ci/m ol) and [18F]nu o r o ethyl br o mide (2 Ci/pm ol), r espe ctiv ely. The
r adio chemic alpurities ofthelabeledc o mpo unds w e r e m or ethan9 8%. Tho ughpn mary
e sters at the s e c o ndpo sitio n ofthepIPeridin e o rp ymolidin e n ng ar ekno wnto m lgr ate
to the N ato m(15,1 6), all theprim ary e ster synthesiz edin this study w erequite stable
(dec o mpo sition rate;< 0.0001 min
-1
)inapho sphatebuffe r(pH - 7.4, 0.1 M).
t N TI TR O R A D IO M E T R I C A SSA Y
To dete rmin eA ChE spe cifl Cityand thehydr olysis r ate ofthe N- alkylpiperidinol and
piperidin e m ethanolest占r synthesiz ed, w e u s ed[
14
c] and[
18
F]-labeledc o mpo u nds and
tw otn vitr o a ss ay syste m s, eithe rthepu re- e n zyme syste m u sing purified A ChE(hu m an
73
e rythr ocytes) a nd BChE (hu m an se ru m) o rthe c rude e n zyme system using r at
(wistar-str ain, m ale)brain tis s u e sa nd AChE inhibitor(B W 284c5l, 3 0nM)･ The
o cta n ol- w ater partition c o efrlCie nt w as m e a s u r ed u sing [
14
c]
■
and [
18
F]-labeled
c o mpo u nds.
R ESULTS A ND D IS C USSION
Figu r e1 sho w s a c o mparis on of the e n zymatichydrolysis r ate ofc o mpo unds 1
-5in
r at c e r ebr al c o rtic alhom oge n ate. Betw e e ntw o N
- m ethylderiv ativ e s, 1(ac etyle ster)
sho w ed a 4tim e shighe rhydr olysis r ate tha nthat of2(propio n ate 9Ster)I A m ong the
a c etylester s with differ e ntN- alkylgr o ups, thehydr olysis r atede cr e as eda sthe siz e of
the N- alkylgro upbe c am elarge r:1(N- m ethyl;r elativ e r ate
- Ilo)> 4(N- ethyl;0･11)>
3(N -flu o r o ethyl; 0.06). The r e s ult that the N- ethyl and N-flu o r o ethyl deriv ativ e s
sho w ed a similar hydr olysis r ate s ugge sts that the r ate r edtlCtio n obs e rv ed in the
m odificatio n&o m N- m ethylto N-flu or o ethyl m aybe c a u s ed bysiz e effe ctr atherthan
ele ctr o nic effe ct. As fo rN- ethylpiperi din ederiv ativ es) the pn ma ry e ster5 sho w ed a
16-fold higherhydr olysis r ate than that of 4, the
L
c o rr e sponding s e c o ndary e ste r･
co mpo und 5show ed abo ut a twic ehigherhydr olysis r ate than that of the r efer e n c e
3.0
Figu re l･ Co mparis o n of first
- Order
by血olysis ratesa m o ng1-5in r atc erebral
c ortic alho m ogenate(n - 3)･ The rate w as
m e asu red with [
14
c] or [
18
F]-labeled
c o mpo u nd a nd也 e v alu･e w a s n o m alized
for u nit tis su e c on c entratio n.
･■･▲
ロ
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題 7tLO
音量1.0
名
声･ヽ
コ:
Relativ eRate 1.0 0.24 0.06 0.1 1 1.8
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c o mpo und l･ Sin c ethe hydr olysis r ate of1is kn o w nto be ap pr opriateinthe hum an
c e r ebr al c o rte x
,
the c o n v er sio n to pri m ary eSte r might gl V e a COmPO und with a
hydr olysis r atehigherthanthe optim u m v alu e, s uggestingthat addito n aldesign m aybe
n e ededtode c r e a s e也 r ateto so me extentfb∫ optimiz atio n ofthehy血olysis r ate.
Toide ntifythe m o sts uitable stru ctu r efor[
18
FHabeling, a s eries ofprim a ry ester s of
N-[
14
c]ethylpiperidin e w er e synthe siz ed, which w er em odifled &o m1 inthr e e r e spe cts
(Table I): fir st, c o n v e rsio n&o m'the s e c ondary a c etyl ester to the prim ary esterto
in cr e a s eth hydr olysis r ateby AChE;se co nd, change of the a cylgr o up 丘o m ac etyl(5,
6R
,
6S)tothepr opio nylgr o up(7, 8 R, 8S)to slightlyr edu c ethe r ate;third, change of
thepo sitio n of an acylgr oup o nthepIPeridin e n ngin cluding optic alis o m e rsto m odify
the r ate.
The relative hydr olysis r ate s of[
14
c]-labeled. e ste rs withpu r ehu m an A Ch E
(A ChE-rate) and B ChE(BChE-r ate) w er e m e a s u r ed(Fig. 2). WithA C hE, the e ster s
synthe siz ed sho w ed a r ather n a rr o w r ange of A ChE-r ate,,0.30min
-1
(7)to 0.85min
‾1
(6R), which is c o mpa r ableto thatofM P4 A,0.59min
-1
. Ea chofthe a c etyle ste rs(5,6 R,
6S)sho w ed abo ut atwic ehigher A Ch E-r ate tha nthat ofthe c o rr e spo ndingpr opio nyl
e ster(7, 8 R, SS) (Fig･ 2 A). Fo rthe po sitio n aleffe ctbetw e e n4yl- and 3yトe ste r, n o
c o n site nt te nde n cy w as obs e Ⅳ ed of 也e cb皿 ge in 也e A C旭 -r ate･ Regarding the
optic al-iso m er effe ct, Ris o m e rs ofa c etyl andpr opio nyle ster(6R, 8 R)showed 81%
and 44% higherA C h E-r ate stha ntho s e ofthe c o rr e spo nding S is o mers(6S, 8S).
Regard 血g 也e B C b E-r ate, c o mpletely-in v er s e s加 c 加 e- a ctivity r elatio n ships w er e
obs e rv ed: a wide r ange(abo ut220-fTold)ofB C h E-r ate am o ng the e ster s,i.e. , thefo u rto
fiv e-tim e shigher r ate ofpr?pio nyle stertha nthat ofa c etyle ster, andthe m u chhigher
r ate ofSiso m erthan that of Ris o m er. Inter e stingly, r egarding the optic alis o m e r,
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Figur e2･ Relativ ehydrolysis rates Of
prim ary esters, a c etyle sters(5, 6Rand
6S)andpropio nylesters(7,8 Rand 8S)
of N-[
14c]ethylpiperidin es with pur e
h um an AC hE(A; A C hE-r ate) and
B ChE(B;BChE･r ate), a ndthe r atio of
A Ch E-r ateto BC hE-r ate.
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r e c ognitio n of the N
- alkylpiperidin e m ethan olester m aydiffe rbetw e e nhu m anAChE
a ndB ChE. Be c a u s e ｡fsu ch difrbr e n c e sin the ACh E- and B ChE十r ate S Ofthe[
14
c]-e ste rs,
the r atio of A ChE-r ate / BCh E-r ate sho w ed a 380-fold differ e n c e a m o ng tho s e6
deriv ativ e s(Fig. 2C). Co mpo u nd 5 sho w edthe highest ACh E-spe cifl City am o ng the
e ste rs e x a min ed. Fu rthe rm o r e, 5 sho w ed alm o st the s ame A Ch Eィ ate a sthe r efer e nc e
c ompo u nd M P 4 A, sugge stingthatth is stru ctu r e m aybe m o sts uitablefo r[
18
F]-labeling･
Ba s ed . n the s e results of the s cr e e ningte st u sing[
14c]-ethyl labeled e sters, w e
synthesiz ed Ni
l8
F]flu o roethylpiperidin-4-ylm ethyla cetate(9) andits pr opertie s w e r
c o mpar ed withtho se oftw o e stablishedP E Ttr ac ers,【
11c]M P4 Aand[
ll
c]M P4p, and
als o with a pre vio u sly de v eloped[
18
F]-labeledtr a c er,[
1 8F]F EtP 4 A(Table 2)･ In r at
c er ebr altis su eho m oge n ate, boththe hydr olysis r ate and A Ch Espe cifl Cityof9 w ere
inte r mediate betw e e n[
11
c]M P 4 Aa nd[
11
c]M P4P, a nd m u ch highe rtha ntho s e of
[
18
F]F EtP4A, indic ating that 9 s atisfie sthe r equir ed c o ndito n sforin vivo Ach E
m e a s ure me ntby P E T, s ofar as bioche mic alpr opertie s are c once m ed･ The partitio n
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Table 2. Co mparis o n of Co mpo u nd9 withthe EstablishedP E T tr ac ers,[
11
c]M P4A a nd
[
11c]MP 4 P, andwiththePreviouslyDeveloped[
18
F]-LabeledTr ac erCandidate,【
18
F]FEtP 4A
co -pd To也l Rate
* ACR E Speci - LogPト(mt;gb.
P
l:te)
M P4 A 1.7
9 l.7
M P4 P 0.41
F EtP 4 A 0.082
97 %
86 %
82%
65 %
-0.3 0 -2.2
0.041 -1.3
-0+2 2 -2.2
-0.11 -1.9
*T he Brst-orderhydrolysis rate co n stant(rrlin-1)in rat
cerebral c ortical ho m ogen ate at a unit tissue
co ncentratio n(g/mL)withoutinhibitor.
TThe A Ch E- m ediated hydrolysis rate was m easu red
usingA C h E-specificinhibitor, BW284c5 1.
Ipa rtito n coeffTI Cients of authentic esters a nd their
m etabolites m e asur ed in a mixt ur e of トoctanol /
phosphate bu飽r (0.1 M, pI寸 7.4). The valuesfor
F EtP 4 M A isliterature vahl e9.
c o efrl Cie nts (Log P) of 9 indic ate a s uffic e ntly lipophilic n atur e. Ho w e v e r, the
m etabolite 丘om 9 sho wed thehighest LopP(-1 3) am o ngthesefわu r e ste rs, probably
dueto thein cre as e ofm olec ular v olu me. In vivo studyis ne ededto e v alu ate whethe rthe
m etabolite of9 ishydr ophilc e n o ughtobe r etain ed in thebr ain.
C O N C L U SI O N
we ha v e de v eloped a n o v el [
18
F]-labeled a c etylcholin e an alog,
[
18F]flu o r o ethylpiperidin-4-ylm ethyla c etate, whichs atisfiesthe r equir edc o ndito n sfo r
AchE m e a s u r e m e ntbyP E T ba s edo nthe m etabolictr apping Prln Ciple.
E X p E R I M E N T A L
Synthe sis
[
14
c]E也yliodide(2.04GBq血 皿 01)w a s obtain ed 丑･o m A m ersba m bte m atio n al ud.
Allstartl ng m aterialsfo r che micalsynthe sis w er epur cha s ed fro mAldrich Che mic al Co.
Other chemic als w e r e ofthe highe stgr ade a v ailable c o m m e rcially. Authe ntic s a mples
w e r e a n alys ed by
l
H and
1 3
c n u cle ar magn etic r e s o n a nce (
1H - and 1 3c- N MR)
spe ctr o s c opyu sing JN M A L-30 (3 00 M Hz) spe ctr o m et r and als o by ele m e ntal
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an alysis･ Opticalr otatio n s w er e m e asur edo n aJASCO DIP
-360polarim ate r･
幽
(R)- a nd(S)-N-tert- Buto xyc arbo ny1 3-piperidin e m ethan ol w er e
-
pr epa r ed with the
r eported m ethod
l
I The rac e mic N -Cert-butoxyc arbo ny1 3-piperidine m etha n ol(5･Og, 23
m m ol)w as stirr ed in 100 mL CH Cl3for2hr atr o o mte mper ature wi th15mL vinyl
a c etate a nd2glipas ePS(pse udo m o n as sp･; Am an ophar m a c e utic alCol, Ltd･ Japa n)･
The residue, that w a s obtain edbyfllteringto r e m ov ethein s oluble solida nde v apo r ated
u nder diminished pr e s s u re to r e m o v ethe solv e nt, w a sthen pu rifl ed by c olu m n
chr o m atogr aphy (silic a gel C-200, he x a ne : ethyl ac etate
= I : 3) to yield
(s)-NJe rt-buto xyca rbo nylpiperidin-3-ylm ethyla c etate(2･5g,4 2%,【α]
2
D
O
＋17･8?(C-l,
CHC13)).
A dditio n ally, abo ut2･8g ofr e c o v e red hydr o xylc o mpo unds emichedwithn o n
-re a cted
R is o mer w astr e a土edtwic elipa s eP Sin the s am e mann er a sde s cribed abov e and､
puri fi edby c olum n chr om atogr aphyto aqo rd optic ally p
u r e(R)-N-tertTbutoxyc arbo ny1
3-piperidin e m etha n ol(2･Og, 40%,【α]
2
,
0
- 11･2
o
(C-I, CH C13)),
(s)-NJert- Buto xyc arbo nylpiperidin-3-ylm ethyl a cetate (2･O g, 7･8 m m ol) w a s
dis s olv ed in5 mL EtO ‡‡and 2.5 mL2 M- NaOH w asadded andr e a ctedfわr2 hr atr o o m
te mper atu r e･ T he n50m L ethyla c etate w a s added an
d w ashed with w ater･ The organic
laye r w asdried o v er a nhydr o u sMgS O4 and th
e r e sidu ethat w as obtained by
e vapo r ating the s olv e nt w aspurifled by c olu m n
chro m atogr aphy(silic agel C-200,
he x ane : ethyl a cetate
- 1 : 1), a nd yielding (S)-N-tert-butoxyc arbo ny1
3-piperidin e m ethan o1(1･6g, 97%,[a]
2
,
0
＋12･5
o
(C-1,CH C13))･
生 地 (4)
N-tert-Buto xyc arbo nyl
-4-hydr o xypiperi din e(Ilo g, 5･O m m ol)wa sdis s olv edin 10
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mL m ethyle n e chloride andp yri din e(790mg,10 m m ol)w a s added. To this s olutio n,
a c etylchloride(630mg, 8･O m m ol) w as ad ded a nd the r e a ction mixtur e w askept at
r o o mte mpe r atu r efo r3hr･ A fte r adding100m L ethyla cetate, the o rganiclayer ofthe
mixtur e w a s w ashed with w ate r
,
5 % -H Cl
,
w ater, s atu r ated NaH CO3 and fl n ally w ater･
The o rganic s olutio n w asthe ndried o v er a nhydr o u sMgS O4･ The r esidu ethat w as
obtain ed bye v apo r atingthe s olve nt w a spuriRedbyc olu rr m chr om atogr aphy(silic agel
C-200
,
he x a n e : ethyl a cetate -
■4 :l), yielding N-tert-buto xyc arbo nylpiperidin-4-yl
a c etate(l･01g,83%)･ T he c o mpo unds w e r e a ssign edbyr eportedN M Rspe ctr a
l
.
N-tert-buto xyc arbo nylpiperi din-4-yla c etate(500mg, 2.06 m m ol)w a sdis s olv ed in 5
mL ethyla c etate, a nd5mL 4 M- HCl/ethyla c etate w as addedu nderic e- c oldco ndito n.
Afterthe s olutio n w a s allo w edto standfo rIhr atr o o mte mper atu r e, ethylac etate w a s
e v apo r ated tl nder v a c u u mbelo w r o o mtempe r atur e, yielding pIPeridin-4-yl a c etate
hydr o chloride(380 mg)･ This c o mpo undw a sdis s olv ed in 5 mL chlo rofo rm, and5 mL
satLlr ated NIも- chlo r ofo rm s olutio n w as added unde ric e- c oldco nditio n s. A 氏er the
mixtu r e w as r e a ctdf♭r5 min atr o o mte mper attu e, the s olution w asfilte r edto r e m o v e
the in s oluble s olidand the s olv e nt w asthe n e v apo r ated unde rdimimished pr e s s u r e,
yielding pIPeri din-4-yl a c etate･ The c o mpo unds w e re a ss lgn ed by r epo rted N M R
spe c廿a
l
･
Piperidin14-yl a c etate (200mg, 1･4 m m ol) w asdiss olv ed in4 0m L m ethyle n e
chloride and10血L 30% a c etaldehyde andtria c eto xy-bo r ohydride(850 mg, 4.0 Ⅱ 皿 Ol)
w e r e added･ The s olutio n w asalo w ed to stand fo r2 hrs at ro o mte mpe r atur e･ A fter
adding100m L ethyla cetate, the o rga niclaye r ofthe mixtu r e w as w ashed with w ate r.
The o rg anic s ohtio n w a sthe ndried o v er a nhydr o u sMgS O4･ The r e sidu ethat w a s
obtain ed by e v apo r ating the s olv e nt w a spurifled by c olu m n chr o m atogr aphy
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(c hr o m ato r e xN Hsilic agel,he x an e : ethyla c etate - 4:l)toyieldN-ethylpiperidin4 yl
a c etate(4)(165 mg,69 %)･
N- Ethylpipe ridin-4-yl a c etate (4);
1H - N MR (a , CDCl3): i･o3(3H, t, CH3),
1.59-I.70(2 H, m ,2 ×CH), 1.82- 1,8 9(2H, m , 2× C H,),1･99(3tI,s,C H3),2･1l-2･19(2H,
m
,
2 ×C H), 2 3 5(2H, q, CH2), 2.63-2.69(2H, m , 2× CH), 4･68-4･74(1 H, m , CH)I
1 3
c-N MR(C D Cl3): 12.19, 2l.29, 30.8 l, 50A7, 52･15, 70･43, 170･52･ Anal c alc fur
(c,HuN O2):C 63･13, H IO･ l, N 8･18･ Fo und:C 63･10, H IO･00, N 8･18･ IR(ne at)c m
-1
1705.
o the rN-ethylc o mpo u nds(5- 8S)wer esynthesiz ed by the s a m e m ar m er a sdescribed
abo ve 舟o mthe c o rr e spo ndingN-tert-buto xyc a rbo nylpiperidin em ethanols as a starting
m aterial. The refbr e n c e c o mpo unds (1-3) w er epr epar ed withlite r ature m ethod
in cludingr adiolabeling
2
,
3
･
幽
N-to rt-BtltO XyC a rbo nylpipe ridinA
-ylm ethyl a c etate;
1
H -NMR -( 6 , CDC13):
1.08-1.22(2H, m, 2 × C H),1.43(9H, s,t- Bu), l･64-1･68(2 H, m , 2×CH),1･72-1･81(1 H,
m
,
c H),2.03(3 H, s, C H3),2.63-2.71(2 H, m , 2X C H),3･90(2H,d, C H2),4･07
-4･11(2 H,
m
,
2X C H).
13c- N M R(CD C13):20.82, 2813 7, 28･61, 35･47, 43･28,6814 0,79･35, 154･72,
1 7l.02. Analc alcfo r(C13H23N O4):C 60.68, H 9･01, N 5･44･ Fo und:C 60･71, H9･00, N
5.43. A(n e at)c m
-1
1689,173 8.
N-tort- BtltO XyC a rbo nylpipe ridin
-4-ylm ethyl pr opio n ate;
l
H -N M R(a , C D C13):
l･09-1･23
.
(5 H, m , C H3, 2 X CH), 1･42(9 H, s, t-Bu), 1･63-1･67(2H, m , 2 X C H),
I.72- 1.81(lH, m , C H),2.3 0(2 H,q, CH2),2･62-2･71(2H, m , 2XC H),3･90(2 H,d, C H2),
4.07-4.10(2 H, m , 2X C H).
13cIN M R(C DC13):9･11, 27149, 28･40, 28･65, 35･56, 43･34,
68,26
,
79.37
,
154.76, 174. 2. Anal c alc fo r(C14H25N O4): C 61･97, H 9･29, N 5･16･
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Fo und:C 6l･96,H 9.3 0,N 5.13. R (n e at)c m
-11697
,
1722
.
(R)- a nd(S)- N -te yt- Butoxyca rbo nylpiperi din -3-ylm ethylac etate;Ris o m e r;【α]
2
,
0
-16･2
o
(C-1, C HC13), S is o m e r[α]
2
,
0
＋17･8
o
(C-1, C H Cl3)･ The c o mpo unds w er e
as slgn ed byr epo rtedN M Rspe ctr a
l
.
(R)- a nd(S)- N-teyt- Buto xyc a rbo nylpipe ridin -3-ylm ethylpr opio n ate; R is o m er;
【α]
2
,
0
-14･7
｡
(C-1, C HCl3), Sis o m er;[α]
2
,
0
＋16･3
｡
(C-1, C H Cl,)～
l
H -N M R(6 ,
CD Cl3):l･12(3 H, i, CH3), 1･19-Ⅰ･2 5(1 H, m , CH), 1.43(10 H, s, t-Bu, CH), 1.60-1.67
(lH, m , CH), 1･73- l･79(2 H, m , 2× C H), 2･2 9(2 H, q, CH2), 2.59(l H, bro ads, C H),
2･74-2･81(1 H, m , C H),3･83-3･99(4 H, m , C H2, 2X C H).
13c-NM R(C DCl3):9.13, 24.43,
27･23, 27･50, 28･4 0, 35･34, 44･05, 46･93, 66･15, 79･42, 154.79, 174 3 8. Analc alc for
(C14鞄5N O4): C 6l･97, H 9･29, N 5･16･ Fo und:C61.97, H 9.29, N 5.15. I R(n e at)cm
-1
1692
,
1742.
P 幽
Pipe ridin -4-ylmethyl a c etate,
1H -N M R(6, C D C13)‥ 1･13-1･22(2 H, m , 2 × C H),
1･63-l･74(3H, m, 2X C H, CH), 2･0 0(3H, s, C H3), 2.05(lH, s, NH),2.5l-2.61(2 H, m ,
2× C耳),3･03-3･09(2 H, m , 2× C H),3･85-3･88(2 H, m , CH2).
1 3
c-N M R(C DC13):20.83,
29･83
,
4 6
･03
,
53･64
,
69･02
,
171･ ･ Analc alcfo r(C8H15N O2): C6l.12, H 9.62, N 8.91.
Fo und:C61･14
,
H 9.61
,
N 8.91. a(n e at)c m
-1
3374
,
1736.
Pipe ridinA -ylm ethyl pr opio n ate,
1
H IN M R(6 , C D Cl3): 1･09(3 H, i, C H,),
l･07-l･12(1 H, m , C H), 1･39-1･48(1 H, m , C H),1･59-1･65(1 H, m ,CH),1.66(lH, s, N H),
1･7l-l･79(2 H, m , 2 X C H), 2･24-2･3 5(3 H, m , CH, CH2), 2,4612.55(l H, m , CH),
2･92-2･97(lH, m , CH), 3･02-3･06(1H, m , CH), 3.80-3.93(2H, m , C H2).
13
c-N M R
(CD Cl3):9･10, 25･90, 27･49,?7.76, 36.63, 46.84, 49.89, 67.05, 1 74. 2. Anal c alc fo r
(C9H17NO2):C 63･13, H IO･ l,N 8･18･ Fo und:C63.13, H 10. 0, N 8.15. a(ne at)c m
-1
81
1734
,
3372.
(R)- a ha(S)-Pipe ridin -3-ylm ethyla c etate;R is o mer;[cu
2
,
0
＋13･9
｡
(C-1,C H Cl3),S
is o m er;【α]
2
D
O
-15.4
b
(c-1卜 C H C13).
1
H - N M R(a , C D Cl,): 1.06-I.ll(1H, m , C H),
1 30-1.48(1 H, m, CH), 1.59-I.65(1 H, m, C H), I.72-1･76(2 H, m , 2×C H), l･99(3H, s,
C H3), 2.00(1H, s, NH), 2.27-2 34(1H, m , C H),I2･46-2･54(1H, m ,C H),2･93-3･06(2H,
m
,
2×CH), 3.78-3.91(2 H, m , 2×C H).
13
c- NMR(C DCI3):20.78,25.74, 27･67, 36･44,
46.72,49.73,67.16, 171.01. Analc alcfor(C8H15NO2):C 61.12, H9･62, N 8･91･ Fo u nd:
c61.12, H 9.60, N 8.89. IR(n e at)c m
‾l 173 5.
(R)- a nd(S)-Pipe ridin-3-ylm ethyl pr opio n ate; R is o mer;【α]
2
,
0
＋10･5
｡
(C-1,
cH Cl3),S is o m e r;[α]
2
D
O
- 1l.9
o
(C =1, CHCl3).
1
H-N M R(a , C DCl3):0･86(3 H,i,C H3),
1.06-I.12(1 H, m, CH), 1 3 6-1.49(1H, m , CH),l16ト1･71(1H, m , C H),l･76-1･80(2H,
m
,
2× C H),1.86(3 H, s, CH3),2.05(1H, s, N H),2 3 ト2･36(1 H, m , C H),2･4l-2･53(1 H,
m
,
c H), 2.99-3.12(2 H, m , 2× CH), 3･81-3･96(2H, m, 2 ×CH)I
13
c- N M R(C D C13):
16.5 2
,
2 1.28
,
2 4･90
,
28･10
,
37･22, 48･23, 49･30, 66･･79, 172･25･､ Anal c alc fo r
(c,H. ,NO2):C 63･13, HIO･01,N 8･18･ Fo und:C63･13, H 10･ 0, N 8･15･ IR(n e at)c m
-I
1735.
N &
N- Ethylpipe ridin
-4-ylm ethyla c etate(5);
1
H -N M R(a , CD Cl3)‥1･02(3 H, i, C H3),
1.20-1.3 4(2 H, m, C H2), 1･59-1･68(3 H, m , 2× C H, C =), l･79-1･87(2H , m , 2ic H),
1.99(3 H, s, C H3), 2.33(2 H, q, C H2), 2･88-2･92(2 H, m , 2X C H), 3･87(2 H, d, C H2)I
13c- N M耳･(C D C13): 12･06, 20･82, 28･83, 35･28, 52･51, 52･84, ･68･78, 171･06･ Analc alc
for(CI OH19NO2):C64.83, H 10.34, N 7･56･ Fo u nd:C 64･82, H IO･35, N 7･54･ A(n e at)
c m
-1
1736.
82
N- Ethylpipe ridin- 4-ylm ethylpr opio n ate(7);
l
臥N M R(a, CD Cl3): 1.0 4(3 H, i,
C H3), 1.10(3 H, i, C H3),1.28-1.32(2H, m , CH2), I.5 9-1･67(3H, m, 2XC H, C H),
1.8 0-l.88(2 H, m , 2 × C H),2.28(2 H,q,C H2),2.35(2 H, q, C H2),2.89-2.93(2 H, m , 2×
c H), 3.89(2H, d, CH2).
13
c- N M R(C D Cl3): 9.ll, 12.10, 27.50, 28.88, 35.38, 52.5 5,
52.89
,
68.66
,
174. 9. Analc alcfo r(CllH21NO2):C 66.29, H 1 0.62, N 7.03. Fo und:C
66.29, H 10.6l, N 7.03. IR(n e at)c m
-11723.
(7Z)- a nd(S)-N -Ethylpipe ridin ヰylm ethyla c etate(6 R, 6S);Ris o mer;[α]
2
,
0
＋7･8
o
(c-o.4,CH Cl,),S is o m er;[a]
2
,
0
- 8. r(C-1,CH Cl,). 1H -N M R(6 , C DCl3):1.01(3H,
i
,
C H3), 1.24-l.32(3 H, m , C H, CH2),1.5 0-1.69(2 H, m , 2× C H), 1.75-1.88(2 H, m, 2×
CⅠⅠ)1.98(3 H, s, C H3),2.33(2 H,q,CH2),2･7 8-2･87(2 H, m , 2 ×CH),3･78-3･84(1H, m ,
cH),-3.89-3.94(1 H, m , C H).
13
cJN M R(C D C13): ll.97, 2 0.88, 2 4.81, 2 7.40, 38.8 3,
52.75
,
53.62
,
56.77
,
67.3 7
,
171.ll. Analc alcfo r(CI OH19N O2):C 64.83, H 10.34, N 7.56.
Fo und:C 64.83, H 1 0 3 3, N 7.55. a(n e at)c m
-1
1718.
(R)- an d(S)- N- Ethylpipe ridin -4-ylm ethylpr opio nate(S R, 8 S);R is o m e r;[α】
2
,
0
＋8.O
o
(C-1.1, C HCl,), S is o m e r;[α]
2
,
0
-8.9
o
(C-1.I, C HCl3).
1
H - N M R(6 , C D Cl3):
0.98-1.10(6H, m , 2 XCH3)I.19-l.33(3 H, m , CH, C H2), 1.5 4-1.69(3 H, m , 3 XCH),
1.74-1.97(2H, m , 2X C H), 2.2212.36(3H, m , CH, C H2), 2.77-2.87(2 H, m , 2 XCH),
3.78-3.95(2 H, m , 2×CH).
13
c-NMR(CD Cl3):9.ll, ll.95, 2 4.81, 27.40, 27.5l, 35.8 7,
52.71
,
53.60
,
5 6.77
,
67.14
,
1 74. 1. Analc alcfo r(C11H21NO2):C 6 .29, H 10.62, N 7.03･
Fo und:C 6.29
,
H 10.6l
,
N 7,02. A(n e at)c m
-1
1731.
生 地
Piperidin -4-ylm ethyla c etate(5 00mg, 3.2 m m ol), 1-flu o r o-2-to silethan e(1･38g, 6･35
r m ol) and150mg K2C O3 W er edis s olv edin 4 mLdim ethylfo rmamide fo r2･5 hr s at
80oC. A fte r addinglo mL ethyla c etate, the o rga niclayer ofthe mixtu r e w as w ashed
83
wi thwate r, 2 7% N H3 and fin allys atu r ated NaCl. The organic solution w asthe ndried
o ver anhydr o u sMgS O4. The r e sidu ethat w as obtain ed by e v aporatingthe s olve nt w a s
pu rified byc olu m nchro matogr aphy(silic agelC- 200, chlo r ofo r m : ethyla c etate = 1 :
I)toyield N- flu o r o ethylpiperidin-4-ylm ethyla c etate(472mg,73 %)I
N- flu o r o ethylpipe ridin ヰylm ethyl a c etate(9);
1臥 NMR(a , CDC13): 1.2l-1･37
(2 H, m , 2× CH),I.62-l.70(3H, m ,CH,CH2),2･02(3 H,早, CH3),2･0ト2･08(2H, m, 2 ×
C H),2.61(1H, m , CH),2.71(1 H, m , CH),2･93(2 H,d,CH2),3188-3･9 1(2 H, m ,2 ×CH),
4 A6(lH, m , C H), 4.62(1 H, m , CH).
13c- N M R(C DC13)I. 20.90, 28.73, 34.93, 53･56,
5830
,
58.52,68.70,80.78,83.04, 171,10. Analc alcfo r(C1 0H1 8F N O2):C 59･09,H 8･93,
N6.89. Fo und:C 59.10, H8.94, N 6.90. IR(n e at)c m
-1
1735.
出
だ 幽
A mixtu r e ofpr e c u rs o r e ster(deethylpiperidin e m ethan olester, 100pm ol), 5 mg
K2CO3 and[
14
c]ethyl iodide(10 M Bq) w ashe atedin 2 mL a c eto n e at 50
oC with a
w ate rbathfo r2 hrs. An ethyla c etate s olutio n c o ntaining a nhydr o u sH Cl(in e x c e s s of
e ste r)w as addedto the r e a ctio n s olutio n and the mixture ふasdriedu nde r nitr oge nga s･
T he r esidue w a s diss olv ed in 200pL MeO H and w a s s ubjected to th in layer
chr o matogr aphy (T L C) with a silic a-gel plate and a mixtur e of ethyl a c etate :
is o-pr op an ol: a m m omia(3 0:5:I;v ols)as ade v eloping solv e nt. The r adio a ctiviz o n e
with R f-v alue cor e spo ndingto the a uthe ntic c o mpo u nd w a s c olle cted and e xtra cted
with a 1:2 mixtu r e of MeO H and chlo r ofo rm. Radio che mic al yields bas ed o n
[14c]m ethyliodide we r e m o reth an70% andpuritie s w e r e m orethan99%･
地
N -[
18F]Flu o r o ethylpiperidin-41ylm ethyl a c etate w a spr epar ed with reported m ethod
84
u sing piperidin-4-ylm ethyl a c etate, and 1-br o m o-2-[
1 8
F]flu or o eth an e. [18F]F
-
w a s
pr odu c ed by the
li
o(p, A)
18
F r e a ctio n o n10-20ato m% H2
18o u sing18 MeVproton s
(14.2 MeV o ntarget)fro mthe cyc r otr o n and s epar ated 丘o m[
18
o]H20 u sing Do w e x
トⅩ8 anio n e x ch ange r esinin anir r adiatingroo m. T he[
18
F]F
-
w a s eluted 丘o mther e sin
withaqu e o u spota s siu m carbo n ate(3･3 mg/0.3 mL)into aglas s vialc o ntainingCH3CN
(l･5 mL)/Kryptofix 2.2.2.(25mg) andtr an sfe rr edinto a r e a ctio n v e s s el in ahot cell.
A 触r the[
18
F]r w asdried to r emiv e H20 and CH3CN fiom the r ea ctio n v e s s el,
2-br o m o ethyltri丘ate(BrCH2CH20 Tf)(8い′L)in o-dichlor obe n z e n(500pL)w as added
intothe r adio a ctiv e s olutio n. The n
,
the トbr o m o-2-[
1 8
F]nu o r o ethan ethatr e s ultedin this
v e ss el w a sdistiled under aheliu m flo w(90-100mL/ min)at130oC fわr2 min and
bubbled in to an other v e sselc o ntaining a s olutio n ofa nhydr o u sD M F(3 00pL) and
piperid 血4-ylmethyla cetate(1 mg)aト20oC. A fter m a xim um r adio a ctivity w a s r e a ched
into 也e s oh也o n, 叫e r e a ctio n mix山r e w as w m edto130oC a nd m aintain ed fわr30min.
The c o nte nt w a sdiluted witha high perfo r m an c eliquid chr o m atogr aphy (H P L C)
m obilepha s e(500pL) and applied onto a s e mi-pr epar ativ e c olu rr m(10m mID x 250
m m
,
M egapa ck SILC18)atta chedto the JASC OH PL Csyste m. Elutio n with 5m M
C H3CO O N H4bH - 4･9)/ C日3C N(9/1)atflow r ate of4 mL /min ga v e a r adio a ctiv e
A:a ctio n c o rr e spo ndingtopu re
1 8
F-labeled9(tR - 13min). The 丘a ctio n w as c olle ctedin
a r otary e v apo r ato r and e vaporatedto dryn e s s at 90
oC under r edu c edpr es s u r e･ The
re sidu e w as r e-dis s olv edin 10mL ofs aline andpas s edthr o ugh a M illipo r efilter(G S,
0.22LL m)to pr o vide aninje ctable s olutio n of
18F-labeled9. A llthe abo v epr o c edu r e s
w er e c amied o tl auto m atic ally by the use of a pr evio u sly r epo rted syste m. Total
syn血e sistim e w a s92-96 m血 圧o m 也e e ndofbo mba rdm e nt･ At也e e nd ofsyn也e sis,
347-420 M Bq of
1 8
F-labeled9 w as obtaind･ The r adio che mic alpurity of
1 8
F-labeled 9
85
w as a s s ayedby an alytic alH P LC(c olu m n :FinepakSil C18-10,JASCO, 4･6 m m Ⅱ) ×
25 0m m, Megapa ck SILC18). The m obilephas e w as5 0m M C H3COO N H4(pH - 3･l)/
c H,CN (3/ 7). The tR W a s7･3 min fo r
1 8
F-labeled 9･ The r adio che mic alpu rity of
c o mpo u ndw as alw ays m or ethan 98 %･
HydrolysisRate withPu reI(tl m a nACh Ea nd BChE
purifiede n zymes were obtain ed &o mSigm aChemic alCol Thepu rifi edhu man AChE
w as addedto0.5% -trito nX -100pho sphatebuffer(0.I M, pH 7･4), andthen the s olutio n
(100pL)w a splac edin tubes a ndprein c ubatedat3 7
oC fo r30 min･ Each
14c labeled
ester s olutio n(15kBqin20pL bu飽r)was addedto e a chtubetoinitiate the re a ctio n･
Atdesign atedinte rval, 20 pLEtOH w as addedto e a chttlbeto stopthe r e a ctio n･ 5ドL
of the s olutio n w a sthe n appliedto a silica
-gel T L Cplate and de veloped witha miⅩtu r e
ofethyla c etate :is o-pr opan ol: am m o nia(3 0:5:1;v ols)･ The air-dried T L Cplate w as
c o v er ed witha 5 pm thick foilandpla c edin a c a s settein c o nta ct withtheim aglng
pho spho rplate fo rI hr･ The r adioa ctivities c orr e spo nding
to the R fv alu e of the
un changed e ster s and m etabolite s w er equ antitated u sl ngthe BAS 1800syste m･
T he
e n zymatichydr olysis r ateby A C h E(A ChE- Rate)ofe a ch c o mpo u nd w as c alc ulated as:
A CねE- Rate ニ ー Ln (A2/ Al)/(T2
- Tl)/ C, whe r eAl and A2 r epr e S e nt 也e
14
c
r adio a ctivity ofthe un ch anged e ste r r e m aln lng at tim e sTl and T2, r e spe ctiv ely; an
d C
r epr es e ntsthe e n zyme c o n c e ntr ation(Unit/m L)in the r e action s olutio n･ T hehydr olysis
r ate sby BCh E(BCh E- Rate) w er em e a s u r ed by the s a m e ma m er･ No n- e n zymatic
hydr olysis r ates ofe ache ste r w er e n egligiblyslo w(<0･0001min
l
)･
Hydr olysisRate a ndSpe cificity with Rat Ce r ebralCo rtic al Ⅲo m oge nate
86
Experim ental anim als us ed inthepr e s e nt study wer etr eated and handled a c c o rdingto
the ”Re c o m m e ndatio n sfo rHa ndling of Labo r ato ry An im alsfo rBio m edic al Res e ar ch
”
,
c o mplied bytheCo m mitte e o nSafety andEthic alH andlingRegulatio nsfo rLabor atory
An im alExperim e nts, N R S.
Tis sueho m oge nate s wer eprepar ed asfollo w s. Rats(W ista r, m ale,8 w e eks, 2 10-23 0
g, n - 3)w e r e an e sthtiz ed with diethylether and killed byde c apitatio n. T hebr ain w as
r e m o v ed and dis se cted
,
a ndc e rebr al 丘o rte x w a s obtain ed and w eighed. Thetis s u e s w er e
ho m oge niz edin ic e-c old pho sphate bu飴r(0.1 M, pH 7.4). The ho m oge n ate s w er e
dilutedto appr opriate c o n c e ntr atio n, andtheI00い･Lho m oge n ate ofc er ebralc o rtex w a s
pla c ed in the r e a ctio ntube s. Ea ch c o mpo und s olutio n(15k Bqin 20pLbuffer)w a s
addedtole a ch tubetoinitiate the r e a ctio n. Follo wlng Pr o cedu r e wa s s a m e asdes cribed
abo v e. D iethyl ether, us ed as a ne sthesia, w a s n ot affe cted to m e as u n ng e n zyme
a ctivity. The spe ciRcity of c o mpo u nds fTor A ChE w as m e a s u r ed by addito n of
B W 2 84c51(30nM)･ The A C h Espe ci点citie s of the c o mpo undsin the c er ebr alc o rte x
ho m oge n ate w er e m e a s u r ed &o m the r atio ofn o n-inhibitedhydr olysis r ate toinhibited
hydr olysis r ate.
Pa rti tio nCo efrICient
18F-labeled 9I the r efer e n c e c o mp unds, M P 4Aand M P4 P, and their hydr olyz ed
m etabolite ofw er e addedto a1:1 miⅩtu re ofI- o ctan o1 and0.1 Mpho sphatebuffe rbH
7.4), shake n vigo r o u sly and allo w edto equilibratefo rI hr at r o o mte mper atu r e. The
c o n c e ntr atio n s ofr adio a ctivityin the o rga nic a nd aqu eou spha s es we rem e as u r ed, and
pa rtition c o effic e nt w a s c alc ulateda sthe r atio ofthe c o n c e ntr atio ninthe o rganicphas e
to
.
thatinthe aqu e o u spha s e.
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Se ctio n2.
N-[
18F]nu or o ethylpipe ridin4ylm ethyl butyrate: a n o v el
radiotra c e rforqu a ntifyingbrainbutyrylcholin e ste ra se activityby
po sitro ne missio nto m ography
IN T R O DUC TIO N
The re a r etw o m ajo rfor m s of cholin e sterases, a c etylcholin e ste r a s e(ACh E, EC
3.1.I.7) and butyrylcholin e ster as e(B ChE, EC3･1･1･8),inthe m a m m alia nbr ain･ BC hE
is fo und in n e u r o n s a nd glial c ells as w el as in n e uritic plaqu e s and ta nglesin
AIzheim ers
' dis e a s e(A D) (1)･ In A D, while A ChE a ctivity de c re a s e spr ogr甲Siv ely,
B ChE a ctivity is higher c o mpar ed to age- m atched c o ntr ols (2)A Tw olipophilic
a c etylcholin e a n alogs, N -[
11c]m ethylpiperi din -4-yl a c etate ([
11c]M P 4 A: 1) and
pr opio n ate([
11c]M P 4P:2), ha v ebe e nde v eloped(3) and clinic ally u s edto qu antify
region al c er ebr al A C h Ea ctivity in A D patie nts (4,5) u sing po sitr o n emis sion
to m ogr aphy(P E T). Ba s ed o nthe s a m eprin ciple asl and 2(the lipophilic s ubstr ate
Table1. S加 c山re of Co mpo u nds
R. - NJR3
Refe re n c eCo m o Ⅶnds
Co m a 氏1 R 2 R 3
I(M P4 A)
2(M P 4P)
3(M P 4 B)
M e
M e
M e
H
班
Ⅲ
O C O C H3
0 C O C2H5
0 C O C3H7
Evalu ated Co m ounds
4
5 R
5 S
后
7 R
7 S
S
Et
Et
Et
Et
Et
Et
CIちC H2F
a
(R)C H20 C O C3H7
(S)C H20 C O C3H7
H
(R)C H20 C O C4H9
(S)C H20 C O C4H9
H
CH20C O C3H7
H
a
C H20 C O C4H9
H
H
C H20 C O C3H7
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an alog m ethod),
1Ic-labeledbutyrylcholin e an alogs s u cha sN -[
11c]m ethylpiperidin4 yl
butyrate([
11c]M P 4 B:3)hav ebe e nde v eloped a spotentialtr a c e rsforthe m eas ure m e nt
ofc er ebral BChEa ctivitybyP E T(6,7).
In thelipophilic s ubstr ate an alog m ethod, theide al tr a c e r m u stsatisfy thefollo w ing
c o ndito n s:Fir st
,
the u n changed tr a c e r m u st be lipophilc e n o ugh to cr o ssthe
blo od-br ainba rrier･ Se co nd, thetr a c er m u stha v ehighspecifl Cityfo rthetarget e n zyme･
Third
,
the hydr olysis r ate of thetr aderin thebr ain r egl O n Of inter e st m u stbe m oder ate
(8)I Fin ally, the m etabolite m u st be hydr ophilic e n o ugh to be r etain ed in the br ain
(m etabolictr apping)･ A m o ng the c o nditio ns, optimiz atio n of thetr a c er's m etabolic r ate
is m o stimpo rtant,be c a u s e r eliabilityofe n zyme a ctivityestim atio nishighlydepe nde nt
o n也e rate(8).
T he aim ofthis study w astode v elop an
18
F-labeledtr a c er with highspe cifl Cityto and
a m ode r atehydr olysis r ate with hu m an c e r ebral B C h E･ Be c a us e of thelo nge rhalf-life
(
18
F
,
Ilomin;
llc
,
2 0 min)andsho rte rpo sitr o n r a nge(
18F
, 6 50 keV;
ll
c
,
960keV)of
18
F c o mpar edto
llc
,
18
Fis an attr a ctiv elabel･ htr odn ctio n of the[
18F]flu o r om ethyl
gr o uptotheN - ato m ofpiperidineis n otpo s sible,du etoin stabilityof the fluoro m ethyl
gr o up atta chedto the s e c o ndary a min e(9)･ Another m ethod is N-[
18F]flu oroethylatio n
ofthepIPeridin e･ Ho w e v er, the N- flu or o ethylderiv ativ e s ofl and2 ar e reportedtoha v e
low reactivityto BCh E(10). Fu rthe rm o r e, the c o nte nt ofB ChE in theh um an c er ebr al
c o rte xis m u chlo w erthan that of ACh E･ The r efo r e
,
to de velop an
1 8
F-labeledtr a c er
with m ode r ate B ChE- re a ctivity, the e ste r stru ctu r e ne edsto be m odifieds o asto ha ve
in cr e as edr ea ctivity wi也 B Cb且
Prim ary alc oholester s ar ekn o w nto be hydr olyz ed by cholin e ster as e s m o r e r apidly
than s e c o nda ry alc ohole ster s(12). We ha v ether efore de sign ed a s erie s ofprim ary
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e ster s(butyr ate a nd valelate)ofN-[
14c]ethylpiperidinem ethan ols(Table I), which ar e
u s edtoide ntifya stru ctu re m o st suitable for
1 8
トIabeling. The
14c-labeled esters ar e
m odifled 丘･o m 3 in thr e e r e spe cts:fir st, c o n v e rsio nfio m the s econdary e ste rto the
pn m arye stertoin c r e as eth hydr olysis r atebyBChE;s e c o nd, change ofthe acylgroup
fr o mthebutyryl(4,5 R, 5S)tothe v alerylgr o up(6, 7R, 7S); and third, ch ange of the
positio n ofan a cylgr o up o nthepIPeridin e ringin ch dingoptic alis o mers･
R丑SULTSAND D ISC U SI O N
De sign a ndChe mistry
The esters(13) w er eprepar ed &om co r espo nding N -Bo c-piperidin ol o r
pIPeridin e m ethan ols a s starting m aterials as sho w ninSche m eIA The optic als epar atio n
ofthe R and Sis o m er s ofN -Doc-3-piperidin e m eth an ol w a sperfo rm ed bytheliter atur e
m ethod wi th lipas ePS(14). By the c alc ulatio n &o mliter atu r e optic al r otations of
N-Bo c-3-pIPeridin e m ethan ols, the optic alpmity w a s90% e eforRis o m e r and m o r e
than 99% e efo rSisom er. N-[
1 4c]ethyl and N-[
1 8F]nu o r o ethy1labeling w a sperfo rm ed
wi th[
14
c]ethyliodide (55 Ci /m ol) and[
18F]flu or o ethyl br o mide (2 Ci/pm ol),
r e spe ctiv ely･ The r adioche mic alpuritie s ofthelabeledc o mpo unds w er e m or ethan98%･
Tho ugh pn m ary e sters atthe s e c o ndpo sitio n ofthe pIPeridin e o rp ymolidin e n ng ar e
kno w nto migr ateto the N ato m(6,15), alltheprim ary e ster s synthe siz edin this study
Sche m e1. Re agents a nd co ndition s:(a)lipas eP S,
vinyl ac etate, CHC13･ (b)NaO Haq, MeOH･(c)
butyrylchlori de or v alerylchloride,pyridin e,
C H
2
Cl
2
･(d)4M -H Cl/AcOEt･(e)30% C H3CHO,
sodi um triaceto xy-bo rohydride, C H2Cl2 for4
-7S,
and 1-flu o ro-2-to siletha n e, K2C O3,
dim ethylfo rm amide, 80
oCfor8･(i)[14c]c2H5I,
K
2
C O
3,
a C etOn e, 70
oC orI-bro m o-2-
[18F]flu or o ethan e, D M F, 130
oC. R -butyrylor
v aleryl, R
'
- ethylorflu oro ethyl･
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gTLQ
'T o
･
”
Q
'
◆ 八
o Ac
Bo c
/I
Bo c > 99 %ee.
CJ
7Cb
lCJ
*o
L甘
o
31CJ
”oR
Boc Bo c
H
R･
4-8
w ere quite stable(dec o mpo sitio n r ate; < 0.000lmin
-I
)in apho sphate buffer(pH -7.4,
0.1M).
En zym atic Pr ope rtie sofN-[
14
c】Ethyl Este r s
To e stim ate the BCh Especificity andhydr olysis r ate ofthe de sign ed e ste rsin the
hum anbr ain, w e u s edpurifl edhu m an e n zyme s, A ChE(hum an e rythr o cytes)andB ChE
(hu m an s e ru m)(6)I h a pH 7･4 pho sphate buffer c o ntaining A ChE o r BCh E, the
fir st- o rderhydr olysis r ate c o n stant of
14
c or
1 8
F-labeled e ste r w as m e as u r ed and
n o rm aliz ed fo r u nit e n zyme c o n ce ntr atio n, affo rdingkA Cb E andkB Ch E, the n o r m aliz ed
r ate c o n stant(umit; min
'1
unit
‾1
mL
-1
)of the e sterfo rA ChE and B ChE. Co nte nts of
A Ch EandBC hE inthehum an c e r ebr alc o rte x w er e m e as u r ed byElm an
'
s m ethod. The
AChE-r ate and BChE-r ate of e a ch e ster w er e c alc ulted a s:A C h E十r ate - kACh EX
[A Ch E] and BC hE-r ate - kB Ch EX [B ChE]. Total-r ate w a sdefin ed as:Total-r ate -
AC hE-r ate ＋ BChE -r ate･ The B C h EspeciRcity(%)ofe a ch e ste r w as defl n ed by the
r atio ofB Ch E-r atetototal-r ate m ultiplied by100(%).
With B ChE(Fig･ 1 A), e a ch ofthe e ste rs synthesizedshow ed a m oder ate hydr olysis
r ate
,
r anging fro m 3.1(4)to 8.5 min
1
unit
-1
mL
-1
(5S). Fo rthe po sitio n al effe ct, the
3yl- e ste rs(butyr ate;5 R and 5S, v aler ate;7 R and 7S)w e r ehydr olyz ed m o r e r apidly
tha n c o rr e spo nding4yl-e sters(butyr ate;4, v aler ate;6). W ith A C h E(Fig. 1 B), e a che ste r
sho w eda m u chlo werhydr olysis r ate c o mpar edto with BCh E, r anging&o m0.0041(6)
to o
.o29 min
‾1
umit
‾l
mL
-1
(5 R). T he s am epo sitionaleffect w as obs e rv eda sB ChE,i.e. ,
the hydr olysis r ate of3-yle ster w a slarge rthan that of 4-yle ster･ Ea ch ofthebutyryl
este rs(4, 5 R, 5S) sho w ed a 2-4 tim e shigherhydr olysis r ate tha n that of the
c o rr e spo nding v aleryle sters(6, 7 R, 7S). Regarding the chir al effe ct, R is om e rs of
butyryl and v aleryl ester(5 R, 7 R) sho w ed higher hydr olysis c o mpar ed to the
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Figu r e1. Thehydr olysis r ate s
(min-1)ofprim ary e sters, butyryl
ester s(4,5Rand5S)andv ale ryl
e sters(6,7Ra nd 7S)of N-
[14c]ethylpiperi din e m etha n ols.
withpurehu manBC bヱ(pa nel A;
BChB-r ate)a ndAChE(pa nel B;
A Ch E･r ate)at the u nit tis su e
c o n c e ntratio n(Unit/mL),B C hE
specificty(%)(pan el C)andtotal
hydrolysis r ateQ)a n el D;total-rate:
unit;min
-1
g
‾l
m L
-1)ofeache ster
e stim ated fo rthehu m an cer ebr al
c o rte x.
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c o rr espo nding Sis o m ers(5S, 7S). Ignoring othe r effe cts s u ch ashydr olysis by othe r
e n zymes(6), e a chof the e ste rs e x a min edsho w ed m or ethan 97% ofBCh E-spe cificty
(Fig. 1C). The total-r ate of e a ch e ste rin the hu m an c er ebr alc o rte x w a s e stim ated
(Fig.1 D). Co mpo und 4sho w ed an estim atedhydr olysis r ate of0.32min
-1
g
-)
mL
-I
,
being
the clo s est to the r ate of1(0.16min
-l
g
-)
mL
-1
,
Table 2), o n e of established e ster s,
s uggestingthat4 m aybe m o sts uitablefor
1 8
F-1abeling･
Bas ed o n thes e r es ults &o m in vitro s cr e e ning of N-[
14
c]ethyl labeled e sters,
N -[
18F]flu o r o ethylpiperidin ヰ ylm ethyl butyr ate (8) w asfin ally symthe siz ed and its
bio che mic al andphysic o che mic alpr ope rtie s w er e c o mpar ed withthos e ofa[
11
c]MP 4A,
[
11c]M P 4Pand[
11c]M P 4 B(Table2). Thetotal-r ate(0.20min
-1
)of8e stim ated forthe
hu m an c e r ebr alc o rte x w a s alm o stthe s a m e a sthat ofM P4 A(0.16 min
-1
), suggesting
that 8 w o uld ha v e an appr opriate hydr olysis rate in the h um anbr ain･ The
B ChE-spe cificityof8 w as estim ated as98%,indic atingthat8 s atisfie sthe r equired
c o nditio n sfo rin viv oB ChE m e asu r e m e ntbyP E T, s ofar asbio che mic alpr operties ar e
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Table2･ Compariso n of N
-[18F]伽 oroethylpiperi din -4-ylm ethyl
Bqtyrate(S)with Established P E T Tra c e rs,[l】c]M P 4 Aand
[11c]M P 4 P, andaPreviously- Dev eloped B C h E-Trace r,[11c]M P4 B.
compd Total-r ate
..
S
.:
e
B
C欝 tEOsgtePr)
I
(Mtagb.
P
I
I
ite)
8 0.2 00
M P 4 B 0.0 33
M P 4P 0.03 5
M P 4 A 0.16 0
98% o.62 -1 3
9 8% 0.21 _2.2
-0.22 -2.2
-0.3 0 -2.2
*The estim ated hydrolysis rateinthehlrnan
c e rebralc orte x(u nit;min ･1g･1m L･1)c alc ulated
inthe s am em a n n erasin Figure2.
TCalculated bythelratio of B ChE-ratetoTotal-
rate.
ⅠPartition co eff)cie nts m e as ur ed in amixtur e of
トo ctanol/pho sphatebllffer(0,1 M,pH 7.4).
c o n c e m ed･ Thepartitio n c o efficients(logP)ofa uthe ntic e ster a nd m etabolite of8 w e r e
O･62 a nd - 1･3
,
r e spe ctiv ely,indic ating thatthe e sterfo rmis s ufrlCie ntlylipophilic a nd
its m etaboliteis m oder atelyhydr opbilic.
h c o n clu sio n
,
w e ha v e de v eloped a n o v el [
18F]-labeled c o mpo und,
[
18F]flu o r o ethylpiperidin -4-ylm ethyl butyr ate, which s atisfies the required c o ndit o n s
fo rB C h Em e as u r e m e ntbyP E T.
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1 8
F 標識化合物の製造にあたり ､ 多大な御助力を賜りま した放射線総合医学研
究所 の鈴木和年博士ならびにサイク ロ ト ロ ン ス タ ッ フ ､ お よび住重加速器サ ー ビ
ス の 張明栄博士 に心よ り謝意を表 します｡
最後に ､ 本研究に対 し惜しみない ご協力を頂きま した関根利 一 先生 ､ 上原知也
先生 ､ な らびに千葉大学分子画像薬品学研究室 (旧放射性薬品化学研究室) の皆
様に厚く御礼申 し上げます｡
2004年 3月
菊池達矢
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